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sus placas de Petri  sembradas  con Staphylococcus aureus  [1]. A  cierta distancia alrededor de  la 
colonia  del  hongo,  las  colonias  de  la  bacteria  se  habían  vuelto  translúcidas,  un  fenómeno 
indicativo de  lisis  celular. Fleming  realizó experimentos  con el medio de  cultivo  filtrado de este 
hongo,  identificado como Penicillium notatum, observando que poseía capacidad bacteriostática, 
bactericida  y  bacteriolítica  contra  varios  de  los  patógenos  humanos.  A  este  filtrado  lo  llamó 
penicilina  [1].  En  1940,  durante  la  Segunda  Guerra  Mundial,  Howard  Florey  y  Ernst  Chain 
retomaron el  trabajo de Fleming  [2] y propulsaron  la producción a gran escala de penicilina en 
Estados Unidos  e  Inglaterra.  La  estructura  química  de  la  penicilina  fue  dilucidada  por Dorothy 
Crowfoot Hodgkin entre 1942 y 1945  [3]. Dicha estructura se caracteriza por  la presencia de un 
anillo  de  amida  cíclico  de  cuatro miembros,  llamado  β‐lactama,  fusionado  a  otro  tiazolidínico 
(Figura  1). Hacia  1943,  la  penicilina  se  convirtió  en  el  principal  antibiótico  utilizado  para  tratar 
infecciones en los heridos de guerra [4], lo que permitió salvar millones de vidas en ese momento. 
De esta manera, se inició el uso terapéutico masivo de los denominados antibióticos β‐lactámicos. 
Fleming anticipó  las precauciones que debían  tenerse  respecto al uso  inadecuado de  la 
penicilina,  luego de observar  experimentalmente que  el uso de dosis no  letales del  antibiótico 
permitía el crecimiento de bacterias resistentes  [5].   Al poco tiempo de  la  implementación de  la 
penicilina como antibiótico se detectó resistencia a  la misma en cepas de Staphylococcus aureus. 
Dicha  resistencia  ascendió  hasta  un  valor  del  80%  en  1953  en  los  aislados  hospitalarios  de  S. 












(Figura  1).  Existen  numerosas  variantes  de  las  cefalosporinas,  principalmente  derivados  semi‐
sintéticos, las cuales se agrupan en generaciones según sus características antimicrobianas, siendo 
las de mayor espectro de acción las de tercera y cuarta generación [7].   
Un  grupo menor  de  antibióticos  está  constituido  por  las monobactamas,  descubiertas 
como metabolitos producidos por especies de Pseudomonas y Flavobacterium  [4]  (Figura 1).   El 
único antibiótico monobactámico de uso clínico, denominado aztreonam, se obtuvo por síntesis y 
comenzó a usarse a partir de la década de los años ‘80 [8].  
Por  último,  los  carbapenemes  (Figura  1),  producidos  por  cepas  de  Streptomycetes 
cattleyar,  se  implementaron  con mucho éxito desde mediados de  los  años  ‘80.  Su espectro de 











de  los  mismos  en  la  clínica  y  responde  a  mecanismos  de  competencia  por  el  mismo  nicho 
ecológico  entre  microorganismos  [11].  La  intervención  del  hombre  mediante  el  uso  de  los 
antibióticos  pre‐existentes  y  de  nuevas  variantes  químicas  ha  llevado  a  un  desequilibrio  de  la 
ecología microbiana donde las bacterias también compiten con los humanos.  
En  esta  competencia,  las  poblaciones  bacterianas  cuentan  con  ventajas  para  adaptarse 
rápidamente a  cambios en el medio. Por un  lado,  su  rápida  tasa de multiplicación permite que 
haya una alta probabilidad de que ocurran mutaciones al azar que resulten favorables.   Por otro 
lado, los mecanismos de transferencia horizontal de material genético entre bacterias aceleran la 
dispersión de  los genes de resistencia  [12]. El antibiótico elimina  las bacterias sensibles dejando 
lugar  a  que  se  reproduzcan  fácilmente  aquellas  que  resultaron  resistentes.  El mal  uso  que  se 
realiza  de  los  antibióticos  deja  a  los  humanos  en  desventaja:  la  prescripción  indiscriminada,  la 
venta  sin prescripción,  la  interrupción de  tratamientos  y  las  grandes  cantidades de  antibióticos 
que  se  emplean  en  ganado  y  cultivos,  generan  condiciones  ideales  para  la  selección  de  cepas 
resistentes  [10,12].  Esta  situación  ha  llevado  a  una  fuerte  desinversión  en  la  investigación  y 





en  la  biosíntesis  de  peptidoglicano,  que  constituye  la  capa  de  la  pared  celular  bacteriana  que 
confiere  resistencia  osmótica  [10,11].  La  capa  de  peptidoglicano  está  compuesta  por  un 
entramado de hebras de péptidos y glicanos que presenta entrecruzamientos mediante uniones 




enzimas  transglicosilasas.  Los  blancos  de  acción  de  los  antibióticos  β‐lactámicos  son  enzimas 
bifuncionales que contienen ambos dominios, de transpeptidación y de transglicosilación. A estas 
proteínas se las denomina “proteínas de unión a penicilina” (PBPs, por sus siglas en inglés).  En el 
caso de bacterias Gram negativas, estas proteínas  se encuentra  en  el espacio periplasmático o 
ancladas a la membrana interna con el sitio activo expuesto al periplasma, por lo que el antibiótico 
sólo debe atravesar la membrana externa para encontrar su blanco de acción [10,11]. 
Los  antibióticos  β‐lactámicos  actúan  como  pseudosustratos  de  las  PBPs  debido  a  su 
similitud estructural con el dímero de D‐alanina terminal del peptidoglicano, el sustrato natural del 
dominio  transpeptidasa.  La  reacción  con  el  sustrato natural  cursa mediante dos pasos:  uno de 
acilación al  residuo de Ser del  sitio activo, donde  se  rompe el dímero D‐Ala/D‐Ala, y el otro de 
desacilación, donde el grupo acilo se  transfiere a un grupo amino de una cadena vecina para el 
entrecruzamiento.  El paso de desacilación que tiene lugar con el sustrato natural no ocurre con el 




distintas  vías.  Los  antibióticos  β‐lactámicos  por  un  lado  perturban  el  delicado  balance  del 
metabolismo  de  la  pared  celular,  tanto  debilitando  su  estructura  como  por  inducción  de  la 
autolisis [15] y a su vez disparan un mecanismo de muerte celular programada [16]. 
Existen diversos mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden volverse resistentes 







enzimas  capaces  de  hidrolizar  los  antibióticos  β‐lactámicos.  Estas  enzimas,  conocidas  como  β‐
lactamasas  (E.C. 3.5.2.6) catalizan  la hidrólisis del enlace amida del anillo β‐lactama. El producto 






Se  conocen  dos  tipos  generales  de  β‐lactamasas:  las  serin‐β‐lactamasas  (SBLs)  y  las 
metalo‐β‐lactamasas  (MBLs). Las SBLs están relacionadas evolutivamente con  las PBPs y, al  igual 
que éstas, presentan un residuo de Ser en el sitio activo que cumple un rol central en la catálisis. El 
mecanismo  de  hidrólisis  se  basa  en  los  pasos  de  acilación/desacilación.  En  base  a  dicho 






tipo  de  sustrato,  penicilinas  o  cefalosporinas,  habiendo  alcanzado  en  algunos  casos  eficiencias 
catalíticas  cercanas  al  límite  difusional  [11].  Sin  embargo,  desde  principio  de  los  años  ‘90    se 
disparó el número de variantes conocidas como “β‐lactamasas de espectro extendido” (ESBLs, por 








los  últimos  diez  años  se  han  dispersado  rápidamente  genes  que  codifican  para  enzimas 
carbapenemasas en enterobacterias y Gram‐negativos no fermentativos [17,18]. Dentro de estas 
enzimas  carbapenemasas  se  destacan,  la  β‐lactamasa  de  clase  A  KPC  (Klebsiella  Pneumoniae 
Carbapenemase), las de clase D OXAs y las MBLs [17]. 
Las MBLs,  a diferencia de  las  SBLs,  son  todas  capaces de hidrolizar  carbapenemes  y no  




son  de  codificación  cromosómica,  como  BcII  de  Bacillus  cereus  [20],  GOB‐1  de  Elizabethkingia 
meningoseptica [21] y L1 de Stenotrophomonas maltophilia [22]. En cambio, las MBLs codificadas 
en  elementos  genéticos  móviles  han  mostrado  un  alarmante  aumento  en  su  ocurrencia  en 
bacterias  de  relevancia  clínica,  mayormente  patógenos  oportunistas  Gram‐negativos,  como 
Klebsiella  pneumoniae,  Pseudomonas  aeruginosa  y  Acinetobacter  baumannii  [17–19].  Tal  es  el 
caso de las variantes VIM (Verona Integrated Metallo‐β‐lactamase) [23] e IMP (Imipenemase) [24]. 
En 2008 se  identificó una nueva MBL, denominada NDM (New Delhi Metalo‐β‐lactamase), en un 
paciente sueco que había adquirido  la  infección en  India  [25]. A partir de allí, el gen de NDM se 
dispersó rápidamente por todo el mundo en cepas de Enterobacteriaceae, bacilos Gram‐negativos 
no fermentativos y Vibrionaceae, mediante la transmisión de diversos plásmidos  en forma inter‐
cepa,  inter‐especie  e  inter‐género  [26].  El  gen  de NDM  se  ha  encontrado  incluso  en  bacterias 
presentes  tanto  en  agua  potable  como  en  agua  de  desecho  en  India,  lo  cual  indica  que  la 
transmisión de este gen ha sobrepasado las barreras hospitalarias [27]. 
La  principal  preocupación  que  generan  las  MBLs  deviene  de  su  amplio  espectro  de 
sustrato, que  incluye  las  generaciones más nuevas de  cefalosporinas  y  carbapenemes  [28]. Por 
otro  lado, si bien no son capaces de hidrolizar el antibiótico β‐lactámico aztreonam [29],  las SBLs 
que  en  general  se  coexpresan  con  las MBLs  disminuyen  la  sensibilidad  de  las  cepas  a  dicho 
compuesto [11]. 
Los  elementos  genéticos  móviles  que  contienen  los  genes  de  las  carbapenemasas  en 




La  situación  actual  de  la  resistencia  bacteriana  es  tan  delicada  que  diversos  autores 
anticipan una era post‐antibiótica [31]. Sin antibióticos disponibles, todo el sistema médico actual 
entraría en crisis, dado que incluso una simple cirugía podría poner en riesgo la vida del paciente 




















fenotípicas  con  modificaciones  estructurales  y  catalíticas  en  la  enzima  debido  a  dichas 
sustituciones  [37]. De  esta manera,  la  enzima  TEM‐1  ha  servido  como  sistema modelo  para  el 
estudio  de  la  relación  estructura‐función  en  enzimas,  la  evolución  in  vitro  de  la  resistencia  a 
antibióticos [38,39] y para responder varias preguntas fundamentales respecto a  la evolución de 
proteínas. Entre estas  cuestiones  se ha estudiado el  fenómeno de epistasis o  interacción entre 
mutaciones,  que  implica  que  el  efecto  fenotípico  de  una mutación  depende  de  la  ausencia  o 





Figura  2:  Esquema  representativo  de  la  evolución  natural  de  la  β‐lactamasa  TEM‐1  en  paralelo  a  la 
introducción  de  nuevos  antibióticos  β‐lactámicos  y  de  las  variantes  obtenidas  mediante  Evolución 
Molecular Dirigida.  
En el esquema de  la Evolución natural  se  indica el momento de  introducción de un nuevo antibiótico  β‐
lactámico en  la clínica y el de aparición de  la variante TEM con capacidad de conferir resistencia contra el 
mismo. Debajo de  cada  variante  se  indican  las mutaciones  responsables del  fenotipo. En el esquema de 
Evolución dirigida se muestran  los resultados de tres trabajos realizados por selección con cefotaxima. Las 
CIMs mostradas en todos los casos corresponden a cefotaxima. Esquema adaptado de [34]. 
El estudio de  la evolución de  la  resistencia  frente a cefotaxima constituye el ejemplo de 
alteración de especificidad de sustrato más estudiado con  la enzima TEM‐1. Diversas estrategias 
de  Evolución Molecular Dirigida  se  han  empleado  para  obtener  variantes  de  TEM  optimizadas 
contra  dicho  sustrato  [34,42,43].  Estas  estrategias  consisten  en  emplear  un  método  de 
mutagénesis al azar para obtener un banco de clones mutantes y un sistema de selección, en este 
caso, por resistencia. En 1994, el grupo de Stemmer obtuvo una variante de  la enzima TEM con 
resistencia  aumentada  alrededor  de  30.000  veces  [42].  Esta  variante  presenta  tres mutaciones 
(E104K, G238S  y M182T) que  también  se han  sido  seleccionadas naturalmente en  las  variantes 
clínica, como se  indica en  la Figura 2. En  forma concomitante, otros experimentos de Evolución 
Molecular Dirigida han generado esas mismas mutaciones [41,44]. Por simplicidad, en la Figura 2 
sólo se muestran  los casos más sobresalientes, pero existen otros experimentos de evolución  in 
vitro  a  partir  de  TEM‐1,  incluso  contra  otros  sustratos  [38]  o  combinaciones  de  sustrato  e 
inhibidores  [45,46],  que  también  han mostrado  concordancia  con mutaciones  ocurridas  en  las 
Capítulo 1. Introducción General 10 
 
variantes  clínicas.  Por  lo  tanto,  existe  evidencia  sólida  que  demuestra  la  utilidad  de  los 
experimentos  de  Evolución  Molecular  Dirigida  y  el  análisis  posterior  de  las  mutaciones 





Las MBLs  son miembros  de  una  superfamilia  ancestral  de metaloenzimas  que  incluye 
también  una  extensa  variedad  de  hidrolasas,  entre  ellas:  la  glioxalasa  II  de  Homo  sapiens,  la 
fosfodiesterasa de E. coli,  la paration hidrolasa de Pseudomonas sp.,  la N‐acil homoserin  lactona 
hidrolasa  de  Bacillus  thurigensis  y  la ADN  nucleasa Artemis  de H.  sapiens. Además,  incluye  un 
grupo  de  proteínas  redox  citosólicas,  como    la  Rubredoxina:  Oxígeno  Oxidorreductasa  de 
Desulfovibrio  gigas  [47].  La  topología  común  en  esta  superfamilia  es  un  plegamiento  de  tipo 












La  mayoría  de  los  6000  miembros  de  esta  superfamilia  comparten  cinco  motivos 
conservados:  D84,  H116‐X‐H118‐X‐D120‐H121,  H196,  D221,  H263  (en  donde  X  representa  un 
aminoácido  no  conservado).  Excepto  por  el  residuo  D84,  todos  los  demás  motivos  están 
involucrados  en  la  coordinación  del  metal  [47].  Las  hidrolasas  no  β‐lactamasas  presentan 
generalmente sitios dinucleares de Zn(II), Fe(II)/Fe(III) o Mn(II) con un residuo de Asp/Glu que une 











bastones  los  residuos  ligandos  de  los  iones  Zn(II). A  la  izquierda  se muestra  el  sitio  activo  de  la  enzima 
glioxalasa II de Homo sapiens (PDB 1Q5) [52], característico de los miembros de la superfamilia. A la derecha 
se muestra el sitio de la MβL BcII de B. cereus (PDB 1BC2)[51], característico de las MBLs de tipo B1. El sitio 







de  amplio  espectro de  sustrato, dado que presentan  actividad  contra  las distintas  clases de  β‐
lactámicos: penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes. En cambio, las de subclase B2 son activas 
con un solo  ión Zn(II) en el sitio activo  (en el sitio Zn2) y son carbapenemasas exclusivas  [58]. A 












un  perfil  hidrolítico  in  vitro  análogo  al  de  la  enzima  silvestre  y,  sin  embargo,  presenta  una 
capacidad de conferir resistencia a células de E.coli notablemente disminuida. En el Capítulo 3 del 












un  precursor  de  IMP‐1,  y  que  IMP‐1  habría  evolucionado  como  resultado  de  la  presión  de 









Evolución  Molecular  Dirigida  con  IMP‐1  contra  el  antibiótico  imipenem.  Dado  que  no  se 
encontraron variantes con resistencia aumentada, se concluyó que  IMP‐1 no tendría el potencial 
de seguir evolucionando. Sin embargo, esta conclusión debe ser tomada con precaución, dado que 
los experimentos  se  llevaron  a  cabo en  cepas de  E.coli de  laboratorio  [68].  Se ha  visto que  en 
general  estas  cepas  son muy  sensibles  a  imipenem  y  las MBLs  no  pueden  conferirles  los  altos 
niveles de resistencia que sí se han encontrado en cepas clínicas [63].  
En  resumen,  los  datos  previos  en MBLs  nos  indican  la  factibilidad  de  que mutaciones 
puntuales modifiquen el perfil de  sustrato,  aunque  la  información disponible no permite hacer 
correlaciones  directas  entre  las  características  moleculares  de  las  enzimas  y  el  fenotipo  de 
resistencia.  
En nuestro  grupo de  trabajo, durante  la  Tesis del Dr. Pablo  E.  Tomatis,  se  empleó una 
estrategia de Evolución Molecular Dirigida sobre  la MBL BcII de B. cereus [69,70]. La selección se 
realizó  contra una  cefalosporina para  la cual  la enzima presenta muy baja actividad,  cefalexina. 
Como resultado final se obtuvo una variante que posee una resistencia aumentada 32 veces frente 
a este antibiótico, demostrando así que  las MBLs poseen el potencial para seguir evolucionando 











A  lo  largo de  la historia, desde  la  implementación masiva de antibióticos para combatir 
infecciones  bacterianas,  se  ha  visto  en  forma  reiterada  que  las  bacterias  pueden  afrontar  la 
introducción  de  nuevos  antibióticos  mediante  la  rápida  evolución  de  sus  mecanismos  de 
resistencia.  En  el  caso  de  la  resistencia  a  antibóticos  β‐lactámicos  mediada  por  enzimas  β‐




En  esta  Tesis  nos  propusimos  explorar  las  características  moleculares  que  están  bajo 
presión  de  selección  en  la  evolución  de  las  MBLs.  De  esta  manera  buscamos  contar  con 
herramientas que permitan analizar, comprender y anticipar las rutas evolutivas de las MBLs.  Nos 
planteamos entonces los siguientes objetivos específicos: 
1) Estudiar  por  qué  el  residuo  de  Asp  conservado  en  la  superfamilia  de MBLs  en  la 
posición 221 ha sido reemplazado por un residuo de Cys como ligando del Zn(II) en las 
MBLs de relevancia clínica. Se estudiarán  los factores que podrían estar relacionados 
con  la  disminución  de  la  funcionalidad  in  vivo  de  la  mutante  C221D:  niveles  de 
expresión  en  extractos  periplasmásticos,  actividad  en  extractos  periplasmáticos  y 
dependencia de dicha actividad con la disponibilidad de Zn(II). 
2) Estudiar  los  caminos  evolutivos  posibles  hacia  una  variante  optimizada  de  BcII  con 
cuatro  mutaciones:  G262S,  L250S,  V112A  y  N70S;  de  manera  de  responder  a 
cuestiones  fundamentales en  la evolución de proteínas acerca de  la  relevancia de  la 
interacciones  entre mutaciones  en  el  condicionamiento  de  los  caminos  evolutivos 
posibles. Esto  implica  construir  las variantes para  cada paso de  todos  los  caminos y 
determinar el fenotipo de resistencia correspondiente. 
3) En base a  la variante optimizada de BcII y a  las variantes correspondientes a puntos 
intermedios de estos caminos evolutivos,  se buscará  correlacionar  características de 
las  enzima,  como  actividad,  estabilidad  y  comportamiento  diferencial  respecto  la 






En  el  laboratorio  se  disponía  de  un  plásmido  derivado  del  vector  pBluescriptKS(+) 
denominado pKP‐BcII que permite  la expresión de  la proteína BcII y  su  translocación al espacio 
periplasmático de E.coli [70]. El plásmido pKP‐BcII mantiene el origen de replicación del plásmido 
pBluescriptKS(+) (de número de copias entre 300 y 500) y contiene un marcador de resistencia a 









Se  indican  sus  componentes  más  importantes:  pLac,  promotor  inducible  por  IPTG;  pelb,  secuencia 
codificante  para  el  péptido  señal  de  Pectato  Liasa;  gen  codificante  de  BcII;  cebadores M13Fw  y M13Rv 








vector  pETGEXCT  posee  un  promotor  específico  para  la  ARN  polimerasa  del  bacteriófago  T7 
mediante  el  cual  se  pueden  sobreexpresar  proteínas  como  fusión N‐terminal  o  C‐terminal  a  la 
proteína  Glutatión‐S‐Transferasa  (GST,  proveniente  de  Schistosoma  japonicum).  Esto  permite 
aislar  la fusión del extracto crudo mediante cromatografía de afinidad por GST. En el vector pET‐
Term se introdujo corriente abajo del gen gst, la secuencia del gen bcii y la secuencia del elemento 
β‐Term proveniente del  genoma de B.  cereus.  Esta  secuencia  actúa  como  un  terminador de  la 
transcripción  del  gen  bcII,  y  su  presencia  resulta  esencial  para  obtener  niveles  elevados  de 
transcripción  de  la  proteína  de  fusión  GST‐BcII  [72].  El  plásmido  contiene  un  marcador  de 




Se  indican  sus  componentes más  importantes:  promotor  T7;  operador  lacO;  GST,  gen  codificante  para 








































con  la  intensidad  de  las  bandas  del patrón  de  tamaño molecular  (ADN  de  fago  λ  digerido  con 
HindIII), de concentración conocida (100 ng/μL). Cuando fue necesario, se estimó la concentración 
espectrofotométricamente, teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm con un 





Se  llevaron a  cabo utilizando  sistemas de  tipo  submarino  [73]. Se usaron geles  con una 
concentración de agarosa variable (entre 1 y 2 % P/V), dependiendo del tamaño de las moléculas 
de ADN a resolver, preparados en la solución amortiguadora TAE. A los mismos se les adicionó el 
colorante  Gel  Green  (Biotium),  que  se  une  al  ADN  doble  hebra,  antes  de  su  gelificación  a  la 




azul de bromofenol 0,25 % P/V;  xilenocianol 0,25 % P/V  y  glicerol 30 % V/V en  agua destilada 
estéril.  Las  electroforesis  fueron  realizadas  utilizando  TAE  como  solución  de  corrida,  con  una 
diferencia de potencial constante de 80 V. Como marcadores de peso molecular se utilizaron ADN 
del  fago  λ  digerido  con  la  endonucleasa  de  restricción  HindIII  (Invitrogen)  y  Ladder  100  pb 
(Productos Bio‐lógicos). 
2.5.3 Digestión de ADN con endonucleasas de restricción 
Las condiciones de digestión utilizadas  fueron  las recomendadas por el proveedor de  las 
enzimas de restricción (Promega). Las reacciones para cortes de chequeo se realizaron en general 
en un volumen final de 20 μl, utilizando 0.3 μl de enzima (de concentración 10 U/μl), 3 μl de ADN 















Las  ligaciones de  los  fragmentos de ADN  se  realizaron  con  la enzima T4 ADN  ligasa, de 






Para  introducir  las mutaciones sitio‐específicas deseadas se utilizó  la técnica denominada 
Mutagénesis por Amplificación del Vector y Selección de Mutantes por Digestión con DpnI [73]. El 
protocolo  se  basa  en  la  utilización  de  un  par  de  oligonucléotidos  totalmente  complementarios 




caso  Platinum  Pfx  (Invitrogen).  Las  hebras  producidas  pueden  asociarse  para  dar  lugar  a  un 
plásmido mellado.  Una  vez  terminada  la  reacción  de  amplificación  se  digiere  el  ADN  parental 
metilado mediante  el  uso  de  la  enzima  de  restricción  DpnI.  Los  productos  de  la  digestión  se 
transforman en células de E.coli, donde los plásmidos mellados pueden religarse y replicarse. 
2.5.6.1 Diseño de los oligonucleótidos mutagénicos 
La  secuencia de  los cebadores utilizados se diseñó para  introducir el cambio deseado y, 
cuando  fue posible, para  incorporar mutaciones  silenciosas adicionales que generan un  sitio de 
corte para una enzima de restricción como marcador. A continuación se detallan las secuencias de 










Se  contaba  con  los  genes  mutantes  de  BcII  con  las  mutaciones  G262S,  N70S  y 
G262S/N70S. Se partió de  los genes de BcII silvestre (wt) y de dichas mutantes para adicionar  la 
mutación V112A  y obtener  las  siguientes  combinaciones de mutaciones: V112A, G262S/V112A, 
V112A/N70S y G262S/V112A/N70S. 




















Para  los genes  clonados en el plásmido pKP  (Figura 5)  se utilizaron  los oligonucleótidos 
universales M13‐Foward y M13‐Reverse. Estos cebadores hibridan en  lados opuestos del sitio de 
múltiple  clonado  del  plásmido,  permitiendo  obtener  la  secuencia  completa  de  los  fragmentos 









con  mezclas  de  ligación  o  mutagénesis  [73].  Se  inoculó  una  colonia  en  medio  líquido  LB 
(suplementado  con  cloranfenicol  para  BL21  (DE3)  pLysS)  y  se  creció  a  37  °C  durante  16  h  con 
agitación. Se  realizó una dilución 1:100 del  cultivo  saturado en medio  LB  (suplementado con el 
antibiótico correspondiente según el plásmido a transformar), y se lo dejó crecer a 37 °C durante 
hasta alcanzar una densidad óptica  (DO) 600nm de aproximadamente 0,4. 
A  continuación,  se  fraccionó  el  cultivo  en  alícuotas  de  1  ml  por  cada  evento  de 
transformación  a  realizar.  Los  tubos  se  centrifugaron  durante  2 min  a  4000  rpm  en  centrífuga 
refrigerada a 4 °C, se descartaron los sobrenadantes, y las células se resuspendieron en 500 μl de 
CaCl2  0,1 M  frío.  Se  centrifugaron  nuevamente  las  células  bajo  las mismas  condiciones,  y  se 
resuspendieron en 100 μl de CaCl2 0,1 M  frío. Luego, se adicionó a  las células 2  μl de plásmido 
superenrollado concentrado (al menos 50 ng/μl), o de una dilución 1/5 de la mezcla de ligación. En 
el  caso  de  mezclas  de  reacción  de  mutagénesis,  se  le  adicionó  CaCl2  a  la  mezcla  para  una 
concentración final de 0,1M y con esta solución se resuspendieron las células en el paso final. En 
todos los casos, se incubó en hielo durante 1 h.  Después se les aplicó un choque térmico de 2 min 
a  42  °C,  y  se  las  incubó  durante  1  h  a  37  °C  en medio  SOC  con  agitación  para  permitir  su 






Se  prepararon  geles  de  poliacrilamida  en  condiciones  desnaturalizantes,  con  una 









El  sistema  de  electroforesis  empleado  fue  el  Miniprotean  III  (BioRad).  La  corrida 















suplementado  con  kanamicina.  Cada  cultivo  se  creció  hasta  alcanzar  una  densidad  óptica 
DO600nm=0,2 ; tras lo cual fueron inducidos con IPTG y se continuó su crecimiento hasta alcanzar la 
fase exponencial a una DO600nm de 0,6‐0,8. Luego, se cosecharon  las células por centrifugación a 











ello,  1 ml de  las muestras  fueron precipitadas  con  TCA  al  10 %,  lavadas  dos  veces  con  agua  y 
resuspendidas en 30  μl de una  solución de Tris:HCl 50 mM pH 7. Dado que en  los ensayos de 
Western Blot se observó que  la precipitación con TCA producía  interferencias en el  revelado, se 
probó  como  alternativa  concentrar  las muestras  en  filtros Amicon Ultra  con  un  corte  de  peso 
molecular de 10 kDa, logrando concentrar las muestras hasta 20 veces. 
En  el  laboratorio,  también  se  contaba  con  experiencia  en  el método  de  extracción  de 
proteínas  periplasmáticas  con  cloroformo  [77].  Este método  también  se  probó  en  el  presente 
trabajo,  observando  que  pueden  obtenerse  preparaciones  con  actividad  β‐lactamasa  y  con  la 





centrifugaron  las  muestras  durante  15  minutos  a  6000  rpm,  y  se  recuperaron  de  los 
sobrenadantes los extractos de periplasma. Todos los pasos se realizaron a 4°C. 
Para  la  preparación  de muestras  de  células  totales,  se  tomaron  400  μL  de  los mismos 
cultivos, se cosecharon las células por centrifugación y se resuspendieron en 40 μL de Tris‐HCl 10 






















de  Michaelis‐Menten  en  todos  los  casos.  Estas  determinaciones  se  realizaron  al  menos  por 
duplicado. 
2.9 Western Blots 




en  cámara  fría,  utilizando  el  sistema  MiniProtean  II  de  BioRad.  Se  confirmó  la  adecuada 
transferencia de  las proteínas  tiñendo  la membrana  con una  solución de  Ponceau  S  (Sigma)  al 
0,1%. Luego se procedió al bloqueo de la membrana con leche descremada al 5% P/V y Tween‐20 
al 0,1% V/V en  solución amortiguadora PBS,  realizando 4 cambios de  la  solución  separados por 
períodos de incubación de 10 min.  
A continuación, se realizó  la detección específica de  la proteína mediante  incubación con 














a 37°C  en medio  selectivo  conteniendo  kanamicina 50 µg/ml  y  se  realizó una dilución 1/50  en 
medio fresco que se dejó crecer hasta una DO600nm de aproximadamente 0,2 unidades. Entonces se 























descartó  el  sobrenadante  y  las  células  se  resuspendieron  con medio  líquido  LB  fresco.  Con  las 
células resuspendidas se inoculó un frasco conteniendo 10 ml de medio líquido LB (dilución 1/10) 
suplementado  con  cloranfenicol  y  ampicilina.  El  cultivo  se  dejó  crecer  por  16  hs  a  37  °C  en 
agitación a 250 rpm. Luego se centrifugó 10 min a 5000 rpm a 4 °C en centrífuga refrigerada y se 
descartó el sobrenadante. Las células se resuspendieron con 1 ml de medio líquido LB fresco, y el 




de  1  mM.  La  inducción  se  realizó  durante  4  hs  a  37  °C  en  agitación  a  150  rpm.  En  estas 
condiciones, se encontró que para algunas de las mutantes de BcII con las cuales se trabajó en esta 
Tesis (G, GVN, GLN y GLVN), se obtenían preparaciones de proteína poco estables (con tendencia a 






















se  realizó  un  fraccionamiento  mediante  cromatografía  de  afinidad.  Para  ello,  se  utilizó  una 
columna de vidrio en  la cual se empaquetó  la matriz comercial Glutatión‐Agarosa (Sigma), según 
las  indicaciones  del  fabricante. Una  vez  equilibrada  con  5  volúmenes  de MTPBS,  se  sembró  el 
extracto crudo a reflujo por un período de 16 hs, a 0,5 ml/min. Luego se prosiguió con dos lavados, 
el primero con 5 volúmenes de MTPBS, y el segundo con 4 volúmenes de Tris‐HCl 50 mM pH 8, a 
un  flujo  constante  de  2 ml/min.  La  proteína  de  fusión  se  eluyó  con  una  solución  hecha  en  el 
momento  de  glutatión  reducido  10 mM  en  Tris  HCl  50 mM  pH  8.  Una  vez  seleccionadas  las 
fracciones correspondientes al pico del cromatograma  (Abs280nm vs.  t),  se determinó  la  cantidad 
aproximada  de  proteína  de  fusión  obtenida  mediante  medidas  de  absorbancia  a  280  nm  (el 
coeficiente de absortividad a 280 nm utilizado fue de 1,9 ml mg‐1 cm‐1).  








































Para  concentrar  las  soluciones  de  proteína,  se  utilizaron  dispositivos  de  concentración 
Amicon Ultra con un valor de corte de 10 kDa, en su versión de 15 ml. La solución de proteína se 
colocó  en  el  compartimiento  superior  del  dispositivo,  se  concentró mediante  centrifugación  a 
5500  rpm  y  a  4°C  en  una  centrífuga  refrigerada  y  se  descartó  la  solución  filtrada  del 






















función de  la concentración de ZnCl2. Los datos se ajustaron a una  línea recta y  los parámetros obtenidos 




entre 300 y 600 nm. Se  interpoló el valor de absorbancia a 500 nm de  la muestra  incógnita para 
obtener la concentración de Zn(II) en la muestra. Como blanco se utilizó la solución amortiguadora 






Los espectros de dicroísmo  circular medidos en  la  región del UV  lejano  (200‐250 nm) y 
cercano  (250‐320  nm)  se  realizaron  en  un  espectrofotómetro  J  810  (Jasco)  a  25°C,  utilizando 
cubetas  de  cuarzo  de  1  cm  y  de  0,1  cm  de  paso  óptico  respectivamente.  Se  realizaron  diez 












30  °C,  en medio Hepes  10 mM  pH  7,5; NaCl  0,2 M; BSA  50  μg/ml,  sin  el  agregado  de  Zn(II)  y 
suplementado con Zn(II) a una concentración de 20 μM.  
La actividad β‐lactamasa  fue determinada en base a  la diferencia entre  los espectros de 
absorción de  la forma hidrolizada y no hidrolizada de cada compuesto β‐lactámico, utilizando los 






















las  condiciones  de  ensayo  a  una  velocidad  no  despreciable,  por  lo  tanto  para  estos  casos  se 
determinó además  la tasa de hidrólisis espontánea a cada concentración de sustrato usada, que 
luego se restó de los valores correspondientes en presencia de la enzima. 








Se  obtuvieron  extractos  periplasmáticos  mediante  el  método  de  choque  osmótico 
modificado, como se describió en  la sección 2.7, para  las variantes BcII‐wt, G, GN, GV, GL, GVN, 




velocidades  iniciales  como  se  describió  en  la  sección  2.8.  El medio  de  reacción  empleado  fue: 
Hepes 10 mM; NaCl 0,2 mM; pH 7,5; a 30° C. Cada valor de velocidad inicial se dividió por el valor 
correspondiente al extracto incubado en hielo previo a la reacción. De esta manera, cada punto en 




Las  medidas  de  velocidades  iniciales  se  realizaron  con  cefalexina  en  todos  los  casos 
excepto  para  BcII‐wt,  para  la  cual  se  utilizó  cefotaxima.  Además,  para  algunas  variantes  se 
repitieron  las  curvas  utilizando  cefotaxima  y  se  confirmó  que  estas  fuesen  superponibles  a  las 
realizadas con cefalexina, permitiendo descartar que este efecto fuera dependiente del sustrato. 
Los puntos se ajustaron a curvas sigmoideas de 4 parámetros y se obtuvo la temperatura 





GLVN, y se procedió a  realizar  las medidas de  termoestabilidad como se describió en  la sección 
2.13.1 para extractos periplasmáticos. Sin embargo, en un  rango de concentraciones entre 0,02 
μM‐0,3  μM para  la  incubación, no pudieron obtenerse curvas sigmoideas dado que  las enzimas 
presentaban  una  inactivación  de  más  del  60  %  al  incubar  a  30  °C.  Se  trabajó  entonces  a 
concentraciones mayores, entre 5‐10 μM para las incubaciones, se realizó un paso intermedio de 
dilución a 0,3  μM en medio de  reacción a 4  °C y  luego  se diluyó en el medio de  reacción en  la 
cubeta  a  30  °C  para  realizar  las  medidas  de  velocidades  iniciales.  De  esta  manera  pudieron 
obtenerse curvas  sigmoideas. El medio de  reacción empleado  fue Hepes 10 mM; NaCl 0,2 mM; 
ZnSO4 20 μM; BSA 50 μg/ml; pH 7,5. 
Las  medidas  de  velocidades  iniciales  se  realizaron  con  cefalexina  en  todos  los  casos 
excepto  para  BcII‐wt,  para  la  cual  se  utilizó  cefotaxima.  Además,  para  algunas  variantes  se 
repitieron  las  curvas  utilizando  cefotaxima  y  se  confirmó  que  estas  fuesen  superponibles  a  las 
realizadas con cefalexina, descartando un efecto dependiente del sustrato. 
Los puntos se ajustaron a curvas sigmoideas de 4 parámetros y se obtuvo la temperatura 










Se graficó  la señal a 220 nm en  función de  la temperatura de  incubación. Los puntos se 
ajustaron  a  curvas  sigmoideas de 4 parámetros.  Las  curvas  se  repitieron  al menos 2  veces  con 
preparaciones independientes de enzima purificada. 













se  estimaron  en  forma  directa mediante  la medición  de  los  valores  de  Abs  a  concentraciones 
crecientes de PAR, obteniendo  los siguientes valores: εPAR414nm= 37000 ± 1800 M
‐1 cm‐1, εPAR500nm= 
1300  ±  65  M‐1  cm‐1.  El  εPAR2Zn500nm  se  estimó  utilizando  un  exceso  de  Zn(II)  respecto  a  las 
concentraciones  de  PAR,  obteniendo  un  valor  de  εPAR2Zn500nm  =  80000  ±  4000  M
‐1  cm‐1    .  El 
εPAR2Zn414nm es el más complejo de determinar, debido a    la contribución de  la absorción del PAR 
libre, por ello este parámetro se dejó variar en el ajuste.  
Se  realizó una curva de unión de Zn(II) a PAR, empleando una concentración de PAR de 
12,5  μM  y  concentraciones de  Zn(II)  variables  entre 0,5  y 20  μM  , para  lo  cual  se  empleó una 
solución de ZnCl2 estándar espectroscópico (Sigma) de concentración conocida. Se obtuvieron los 
espectros  de  cada  muestra  entre  320  y  600  nm  en  cubetas  de  paso  óptico  1  cm  (en  un 
espectrofotómetro  Jasco V‐670). De estos espectros  se  tomaron  los  valores  correspondientes a 
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414  y 500 nm  (corregidas por  la  línea de base,  restando el  valor de Abs600nm) en  función de  la 
concentración de Zn(II) y se ajustó al siguiente modelo:  
     2                          
Los  valores  de  εPAR414nm, εPAR500nm y   εPAR2Zn500nm se  dejaron  fijos  en  el  ajuste  en  los  valores 
determinados previamente, mientras que se dejó variar el εPAR2Zn414nm y la Kd PAR‐Zn. En la Figura 8 se 
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Las  MBLs  de  mayor  relevancia  clínica  pertenecen  a  la  subclase  B1.  Estas  enzimas 
presentan dos  sitios de unión a Zn(II) en  su  sitio activo.  La enzima BcII de B.  cereus,  si bien no 
proviene de una cepa con impacto clínico, ha sido empleada como modelo de estudio de las MBLs 
de subclase B1 debido a que es una proteína muy estable y, por lo tanto, resulta sencillo obtener 



















Una  de  las mayores  controversias  en  cuanto  al  estudio mecanístico  de  las MBLs    de 
subclase B1 ha sido la identidad de la especie activa [53,79,87,81,90,91]. Es decir, si basta con un 
solo  ión Zn(II) para  la actividad β‐lactamasa  (y si así  fuese, cuál de  los dos) o si se requieren  los 
iones Zn(II) unidos a ambos sitios.  
La  hidrólisis  de  los  compuestos  β‐lactámicos  requiere  de  un  ataque  nucleofílico  en  el 
grupo carbonílico, la ruptura del enlace C‐N y la protonación del átomo de nitrógeno. El sitio Zn1, 
por su coordinación a 3 residuos de His y una molécula de H2O es similar al encontrado en otras 
hidrolasas  de  Zn(II),  como  la  anhidrasa  carbónica,  donde  el  Zn(II)  actúa  en  la  deprotonación  y 
activación  de  una  molécula  de  H2O  para  que  realice  el  ataque  nucleofílico.  Por  ello,  en  un 
principio,  se  pensó  que  el  sitio  Zn1  podría  ser  el  único  esencial  para  la  catálisis, mediante  la 
generación  de  la  especie  nucleofílica.  Este  razonamiento,  junto  con  algunas  evidencias 
experimentales [92–94], así como la primera estructura cristalográfica de BcII [88], sugerían que la 
especie  activa  relevante  es  aquella  con  el  ión  Zn(II)  coordinado  al  sitio  Zn1.  El  sitio  Zn2  se 
consideraba un sitio co‐catalítico, que permitiría aumentar la actividad de la enzima, pero que no 
sería  indispensable  para  la  actividad  [79,95–97].  Sin  embargo,  la  existencia  de  las  MBLs  de 
subclase B2, las cuales son activas con un solo ión Zn(II) coordinado al sitio Zn2, contradice dicha 
hipótesis [98].  
Estudios  espectroscópicos  realizados mediante  sustitución  del  Zn(II)  por  Co(II)  en  BcII, 
mostraron que  las dos posibles especies monometálicas  (con el metal en uno u otro  sitio)  y  la 






de  afinidad por  Zn(II) obtenidas por distintos  grupos  y usando distintos métodos han brindado 
datos contradictorios, un factor que complica más aun el análisis [53,97,99]. 
Como se mencionó en  la Sección 1.5.1,  la presencia de un residuo de Cys en  la posición 
221 es una característica distintiva de las MBLs de subclase B1 y B2 respecto a las demás enzimas 
de  la  superfamilia.  La  función de este  ligando ha  sido estudiada en distintas MBLs, habiéndose 






de  unir  Zn(II)  en  el  sitio  Zn2  y  en  algunos  casos  recuperan  parcialmente  la  actividad  ante  el 
agregado de Zn(II) en exceso [53,79,100].  
Para  la  enzima  IMP‐1  se  construyó  la  mutante  C221D  [101].  Esta  sustitución  es  más 
informativa, dado que el Asp es un buen ligando de Zn(II) y, de hecho, es el ligando conservado en 
esta posición en  la  superfamilia de MBLs. Se observó que en exceso de Zn(II), esta mutante es 
capaz de unir 2 equivalentes de dicho metal y de equiparar  la actividad de  la enzima  silvestre. 
Durante  la Tesis del Dr. Javier M. González se estudió  la mutante C221D de BcII [61]. Se observó 










Las  esferas  grises  representan  los  iones  Zn(II),  en  la  línea  punteada  se  muestran  las  interacciones 
electrostáticas relevantes. A) Estructura del sitio activo correspondiente a la enzima BcII‐C221D mono‐Zn(II) 












Por otro  lado, se examinó  la capacidad de conferir  resistencia de BcII‐wt y BcII‐C221D a 







falta de  correlación entre  los parámetros  cinéticos  y  el  fenotipo de  resistencia nos propusimos 
explorar qué otros factores  inciden en  la funcionalidad de  la enzima  in vivo. Para ello, se decidió 
estudiar: 
‐ La dependencia de la actividad con la concentración de Zn(II). 
‐ El comportamiento  in vivo de  las enzimas mediante seguimiento de  los niveles de expresión 
en periplasma y actividad de extractos periplasmáticos frente a distintas concentraciones de Zn(II). 
‐ Afinidad de  las  enzimas por  el  ión  Zn(II).  Las medidas de  afinidad por  el  ión  Zn(II) para  la 
enzima  BcII  han  resultado  contradictorias  entre  distintos  grupos,  por  ello,  decidimos  poner  a 
punto un método para realizar medidas de constantes de disociación de dicho ión. 
3.2 Resultados 
3.2.1 Dependencia de  la  actividad  in  vitro de BcII­C221D  respecto  a  la  cantidad  de 
Zn(II) en el medio de reacción. 
Resultados previos en el grupo revelaron que la eficiencia hidrolítica de la mutante C221D 











en  su  activación,  el  experimento  se  realizó  tanto  con muestras  de  holo‐enzima  como  de  apo‐
enzima. 
Se obtuvieron preparaciones de  las enzimas silvestre y mutante en  forma  recombinante 
mediante el protocolo puesto a punto en el  laboratorio para BcII  [78], el cual  se describe en  la 
sección 2.11. Brevemente,  la  sobreexpresión  se  llevó a  cabo en  células de E.  coli empleando el 
plásmido  pET‐TERM,  que  permite  expresar  la  lactamasa  fusionada  en  su  extremo  amino  a  la 
proteína  GST.  La  inducción  de  la  expresión  se  realizó mediante  el  agregado  de  IPTG,  a  37  °C 
durante 4 hs. La proteína de fusión se purificó a partir del extracto crudo mediante cromatografía 
de  afinidad  utilizando  la  resina GSH‐agarosa.  Luego  de  un  corte  con  trombina  para  separar  la 
fusión, la proteína de interés se aisló mediante una resina de intercambio iónico CM‐Sefarosa De 
esta  manera,  se  obtuvieron  preparaciones  de  BcII‐wt  y  BcII‐C221D  con  1,7±0,1  y  1,8±0,1 
equivalentes de Zn(III)/molécula de enzima respectivamente. A partir de estas muestras de holo‐
enzima  se  obtuvieron  muestras  de  apo‐enzima  mediante  pasos  de  diálisis  con  agregado  de 
agentes quelantes (2.11.5). 
Se  prepararon  medios  de  reacción  con  cantidades  de  Zn(II)  conocidas  mediante  un 
tratamiento previo con Chelex‐100 y agregados de ZnCl2 a partir de una solución patrón (estándar 





Se midieron  las  velocidades  iniciales de hidrólisis de  cefotaxima  (a  concentración  saturante, 200  μM)  en 











Tanto para BcII‐wt  como para BcII‐C221D,  las  curvas  realizadas  con  la muestra de holo‐
enzima  y  de  apo‐enzima  son  superponibles.  Esto  nos  indica  que,  independientemente  del 
contenido  de  Zn(II)  de  la muestra,  cuando  se  diluye  la  proteína  en  el medio  de  reacción  se 
restablece el equilibrio entre  las distintas especies de  la proteína  (apo, mono y di‐Zn(II)) y el  ión 
Zn(II) en solución. En el caso de C221D, se observa que aunque se tome como punto de partida la 




3.2.2 Caracterización  del  comportamiento  de  la  enzima  BcII­C221D  vs  BcII­wt  en 
extractos periplasmáticos de E. coli. Niveles de expresión y actividad. 
Previamente se observó que la capacidad de conferir resistencia de la mutante C221D en 
medio  de  cultivo  rico  (LB)  se  ve  reducida  respecto  a  BcII‐wt.  Esto  puede  deberse  a  diversos 
factores:  que  la  mutante  presente  defectos  en  sus  niveles  de  expresión  y/o  exportación  al 
periplasma,  que  no  se  pliegue  correctamente  en  dicho  compartimiento,  que  presenten 
interacciones diferenciales en el periplasma que activen o  inactiven una u otra variante, o que la 
mutante no pueda captar el Zn(II) en forma adecuada. 




Con  los  extractos  periplasmáticos  se  realizaron medidas  de  velocidades  iniciales  contra 












con  IPTG  0,5 mM,  se  obtuvieron  extractos  de  células  totales  y  de  la  fracción  periplasmática.  Estos  se 
sembraron en geles SDS‐PAGE 12 % y  se  realizaron ensayos de Western Blots. En  los extractos  totales  se 
observan la formas pelB‐BcII (pétido líder + proteína, de 27kDa) y la forma madura (25 kDa). El revelado de 
los Western Blots se realizó mediante anticuerpos policlonales anti‐BcII‐wt de conejo y anticuerpos anti‐IgG 
















Desde  sus  primeras  caracterizaciones  bioquímicas  y  estructurales  se  han  realizado 
distintos  estudios  del modo  de  unión  de  Zn(II)  para  BcII  y  la  cuantificación  de  sus  afinidades 
relativas, con  resultados dispares. Métodos como espectroscopía de masas utilizando  ionización 




por  separado.  En  las  titulaciones  seguidas  mediante  espectros  de  RMN,  sólo  han  podido 
detectarse  las especies apo y di‐Zn(II), por  lo que  tampoco pueden estimarse  las  constantes de 
disociación para los dos eventos de unión. Aparentemente, la/s especie/s mono‐Zn(II) podrían no 
detectarse por  la baja  sensibilidad del método. Ensayos de  calorimetría de  titulación  isotérmica 
con BcII mostraron una sola transición con una pendiente muy pronunciada que tiene lugar en el 
punto de  la titulación donde se agregan 2 equivalentes de Zn(II)/molécula de proteína [90]. Esto 










trabajo posterior  [91],  las determinaciones  con Mag‐Fura no  serían  adecuadas dado  que dicho 
compuesto presenta una Kd=80 nM  mientras que las Kd para BcII serían menores a dicho valor. 
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Los valores obtenidos se muestran en  la Tabla 2. Para BcII‐wt observamos que  la Kd1 no 
puede  definirse  con  precisión,  aunque  estaría  en  el  rango  nanomolar,  cercano  al  valor  de  Kd2.  
Puede  interpretarse que para  valores  de  Kd1 dentro del  rango de  error obtenido,  las  curvas de 
competición serían muy similares entre sí dentro del error experimental. Esto sugiere que estamos 

















3,9) nM  a  (267 ± 71) nM. En  conjunto  con  los  resultados previos, descriptos en  la  sección 3.1, 
puede interpretarse que la mutación C221D disminuye notoriamente la afinidad del sitio Zn2. Esto 
explica  la  dificultad  de  la  enzima  mutante  de  ensamblar  la  especie  activa  di‐Zn(II)  a  bajas 






dicha  capacidad  en  exceso  de  Zn(II),  también  nos  indica  que  la  disponibilidad  de  Zn(II)  en  el 
periplasma es limitada. 
3.3 Discusión  
Los  residuos  de  Cys  se  encuentran  comúnmente  como  ligandos  de  Zn(II)  en  sitios 
estructurales,  tales  como  los motivos  denominados  dedos  de  zinc.  Dichos  sitios  presentan  en 
general cuatro ligandos, de los cuales los residuos de Cys representan un 80%, los residuos de His 
un 19% y excepcionalmente se presentan residuos de Asp/Glu o Ser. Los residuos de Cys son de 





es poco  común  (13%)[60].  Los  residuos  de  Cys  en  sitios  catalíticos  quedan más  expuestos  a  la 
oxidación  respecto  a  los  estructurales,  lo  cual  explicaría  que  sean  poco  comunes.  En  varios 
ejemplos de enzimas que presentan un  residuo de Cys como  ligando de Zn(II) el mecanismo de 
reacción cursa a través de la alquilación del grupo tiolato: metionina sintasa, metanol coenzima M 
metiltransferasa,  farnesil  transferasa,  geranil‐geranil  transferasa  y  la  proteína  de  reparación  de 
ADN Ada [104]. 
En los casos de enzimas con dos iones metálicos en el sitio activo, de los cuales uno o los 
dos  son  iones  Zn(II), una  característica particular es  la existencia de un  ligando  a puente  entre 





















trabajo nos propusimos explorar  las  razones por  las  cuales esta mutante no  resulta eficiente  in 
vivo. 
Se  corroboró  que  la  enzima  BcII‐C221D  se  expresa  y  se  exporta  al  periplasma  en 
cantidades similares a  la proteína silvestre. También se comprobó que presenta actividad en  los 







el  ión Zn(II). Cabe destacar que mediante estudios de mutagénesis sobre  los otros dos  residuos 
ligandos de Zn(II) en el sitios Zn2, His263 y Asp120, se observó que ambos son esenciales para la 




con  el  quelante  colorimétrico  denominado  PAR.  Para  la  enzima  silvestre  se  evidenciaron  dos 
eventos de unión  con Kds muy  similares  en  el  rango bajo nanomolar, mientras que BcII‐C221D 
presenta  dos  constantes  de  disociación marcadamente  diferentes.  Los  estudios  estructurales  y 





afectada  en  la  mutante  BcII‐C221D  es  el  sitio  Zn2,  y  que  la  variante  que  se  forma  a  bajas 
concentraciones de Zn(II), con un solo ión Zn(II) unido en el sitio Zn1, es inactiva.  
Por otro  lado, vemos que  la perdida de afinidad por Zn(II) afecta  la  funcionalidad de  la 
enzima  incluso  en  un medio  rico,  lo  cual  sugiere  que  las  cantidades  de  Zn(II)  disponible  en  el 
periplasma son limitadas. E. coli es capaz de secuestrar iones Zn(II) del medio hacia el citoplasma 
incluso en condiciones restrictivas [106]. En el espacio periplasmático, en cambio, existe una alta 
competencia  por  el  Zn(II)  entre  las  metaloproteínas  que  lo  requieren  y  los  sistemas  de  alta 
afinidad de  importe hacia el  citoplasma  [107].  La  cantidad de Zn(II) disponible en el periplasma 
aparentemente  depende  de  la  concentración  de  Zn(II)  en  el medio,  aunque  no  existen  en  la 
bibliografía estudios detallados sobre este aspecto. Respecto a la concentración total de Zn(II) en 





infección  los  neutrófilos  expresan  una  proteína  denominada  calprotectina  en  un  mecanismo 
defensa  denominado  “inmunidad  nutricional”  [109,110].  Esta  proteína  secuestra  Zn(II)  y Mn(II) 
dificultando  la adquisición de estos nutrientes esenciales para el patógeno. La afinidad por Zn(II) 
de  la proteína calprotectina varía según  la concentración de Ca(II) en el rango nanomolar a sub‐
nanomolar  [111]. Queda claro que en el ambiente donde debe expresarse  la MBL para  conferir 
resistencia existe una alta competencia por Zn(II). 
El  comportamiento  de  la mutante  BcII‐C221D  demuestra  que  el  residuo  de  Cys  en  la 
posición 221 es esencial para asegurar  la unión al sitio Zn2 en condiciones de concentración de 
Zn(II)  limitantes,  lo  cual  explica  su  selección  para  la  actividad  β‐lactamasa.  Los  resultados 
obtenidos con  la enzima BcII sugieren que las MBLs de subclase B1 presentan un modo de unión 
de Zn(II) de alta afinidad por ambos sitios. Esto nos indica que no hay preferencia en la unión del 






Capítulo 4. Descripción  del  “paisaje  de  aptitud”  en  metalo­β­




En  1970,  John Maynard  Smith  introdujo  una  descripción  de  la  evolución  de  proteínas 
como un recorrido a través de un espacio de secuencias [112]. Una de las críticas más fuertes en 
contra de la teoría de la selección natural se basa en que, al ser tan grande el número posible de 





En  este  modelo,  a  cada  secuencia  le  corresponde  un  valor  de  “aptitud”,  que  en  la 
evolución  natural  es  una medida  de  la  habilidad  del  organismo  portador  de  reproducirse más 
rápidamente en un dado ambiente. La representación de la aptitud versus el espacio de secuencia 
se  conoce  como  “paisaje  de  aptitud”.  En  este  paisaje  pueden  aparecer  uno  o más  picos  que 
representan proteínas que confieren valores de aptitud altos. La rugosidad del paisaje depende de 
cada proteína y de las condiciones de selección ambientales [114].  



















positiva o negativa respectivamente. Por otro  lado,  la epistasis de signo se refiere a  los casos en 
los  cuales  el  signo  del  cambio  en  aptitud  provocado  por  la  mutación  depende  del  contexto 




Figura  16: Representación  esquemática  de  la  epistasis  entre mutaciones  y  la  accesibilidad  de  caminos 
adaptativos.  
A partir de una proteína silvestre (wt) pueden introducirse las mutaciones simples Y o X, y a partir de estas 






















En  el  proceso  de  Evolución Molecular  Dirigida  se  empleó  el método  de mutagénesis  al  azar 
conocido  como  DNA‐Shuffling.  Para  evaluar  fenotípicamente  el  efecto  de  las  mutaciones 
generadas, se utilizó el sistema de expresión descripto en la sección 2.1.1, en células de E. coli. La 
selección se realizó a través de la resistencia conferida frente al antibiótico β‐lactámico cefalexina, 
el  cual  es un  sustrato pobre para  la  enzima BcII‐wt.  Luego de  cuatro  rondas de mutagénesis  y 
selección  a  concentraciones  creciente de  cefalexina,  se obtuvo una  variante de BcII  con  cuatro 
mutaciones (G262S, L250S, V112A, N70S) capaz de aumentar la resistencia frente a cefalexina 32 






En  el  presente  trabajo,  tomamos  este  sistema  como  modelo  para  estudiar  las 
características moleculares implicadas en la evolución de las MBLs. En este capítulo se describe el 
efecto  de  cada  una  de  estas  mutaciones  y  sus  combinaciones  en  la  aptitud.  Para  ello,  se 
construyeron las 16 combinaciones posibles de las cuatro mutaciones encontradas en la variante 
GLVN  y  se  evaluó  la  aptitud  correspondiente  como  la  resistencia  conferida  a  células  de  E.coli 
frente al antibiótico cefalexina. Este diseño combinatorial, previamente empleado por Weinreich y 









4.2.1 Reconstrucción de  los caminos evolutivos hacia  la variante de BcII optimizada 
contra cefalexina y detección de interacciones epistáticas. 
Se construyeron  las 16 combinaciones posibles de  las cuatro mutaciones  (G262S, L250S, 
V112A,  N70S)  presentes  en  la  variante  de  BcII  GLVN.  Los  genes  correspondientes  a  estas  16 
combinaciones  se  clonaron  en  el  plásmido  pKP  fusionados  al  péptido  líder  pelb  para  dirigir  el 
exporte  al  periplasma.  La  aptitud  correspondiente  a  cada  variante  se  evaluó  a  través  de  la 
resistencia conferida a células de E. coli frente a cefalexina mediante medidas de concentraciones 
inhibitorias mínimas  (CIMs). En  la Tabla 3  se muestra  la nomenclatura que  se utilizará para  las 
variantes.  En  la  Figura 18  se muestran  los  valores de CIMs  correspondientes  a  cada  variante  a 


































(L250S).  En  cambio,  en  dicho  contexto,  la mutación  V112A  es  neutral  y N70S  es  deletérea.  La 
situación es diferente cuando se adiciona una segunda mutación en el contexto de G262S: tanto 
L250S como V112A y N70S son beneficiosas, dando lugar a un valor de CIM de 256 μg/ml. Cuando 
se  adicionan  las mutaciones  L250S,  V112A  y  N70S  sobre  una  doble mutante  que  contiene  la 







máximo  nivel  de  resistencia  encontrado  en  el  experimento  de  Evolución  Molecular  Dirigida, 
correspondiente a una CIM de 1024 μg/ml. 
A  partir  del  análisis  en  base  a  la  Ecuación  1  de  los  valores  de  CIMs  para  las mutantes 
simples,  las  mutantes  dobles  y  las  mutantes  triples,  se  obtuvieron  los  valores  de  epistasis 
mostrados en  la Figura 19 en el contexto silvestre y en el contexto de cada mutante simple. Se 










que naturalmente estas enzimas  también están expuestas a una presión de  selección  sostenida 
por  los distintos β‐lactámicos en  la clínica, consideramos como caminos accesibles aquellos que 
sólo  incluyen mutaciones  beneficiosas.  De  todos  los  caminos,  12  son  interrumpidos  en  algún 
punto  debido  a  una  mutación  que  produce  una  disminución  en  la  CIM  (se  indican  en  línea 
punteada  en  la  Figura  18). Cabe destacar, que  en  10 de  los  casos dicha mutación  es N70S.  La 
mutación V112A  inicia 4 caminos que avanzan por pasos neutrales hasta  la aparición de G262S, 
que  sí produce un  aumento  en  la CIM.  Los  8  caminos  restantes  avanzan  a  través de  sucesivas 






pesar  de  que  la mutación  L250S  también  es  beneficiosa  en  el  contexto  de  BcII‐wt,  G262S  se 
destaca por definir los caminos accesibles. 
4.2.2 Óptimos alternativos y diversificación de caminos. 
Los  caminos  descriptos  en  la  sección  anterior  se  construyeron  en  base  a  la  variante 
encontrada  con  mayor  frecuencia  en  el  proceso  de  Evolución  Molecular  Dirigida  a  altas 
concentraciones  de  cefalexina  (mayor  o  igual  a  768  µg/ml).  Sin  embargo,  otros  clones  fueron 
encontrados también en dicha condición,  los cuales representan óptimos alternativos [69]. En el 












Mutante Mutaciones en común con GLVN Otras mutaciones 
CIM para 
cefalexina (µg/ml) 
M1 G262S/ V112A V259A 512 
M9 G262S/ V112A V239I/ I246T/ I46M 512 
M4 G262S/ V112A/ N70S V259A/ T33A 512 
M10 G262S/ V112A/ N70S I246T 512 
M11 G262S/ V112A/ N70S V259A/ I246T 512 
M2 G262S/ V112A/ N70S V259A 1024 
M3 G262S/ V112A/ N70S I202V/ I46M 1024 
M6 G262S/ V112A/ N70S V259A/ R254G/ K32E 1024 






La  elucidación  de  los  principios  que  gobiernan  la  evolución molecular  sigue  siendo  un 
tema central en  la biología evolutiva. Desde el surgimiento de  la  teoría neutral de  la evolución, 
muchos de los estudios han focalizado sus esfuerzos en descifrar el papel de la contribución de la 
selección versus la contribución de la deriva genética en la fijación de sustituciones aminoacídicas. 




con  diversos  ejemplos  que  la  epistasis  entre  mutaciones  condiciona  los  caminos  adaptativos 
posibles  desde  una  versión  de  la  proteína  hacia  otra  con  nuevas  características  en  su  función 
[40,41,120–123]. 
Respecto  al  tratamiento  de  enfermedades  infecciosas,  la  introducción  de  agentes 
terapéuticos resulta en una presión de selección fuerte que lleva a que las proteínas implicadas en 




L250S,  V112A  y  N70S.  La mutación  G262S  se  destaca  por  ser  responsable  de  un  incremento 
considerable en  la capacidad de  la enzima de conferir resistencia. A su vez, G262S resulta en un 
contexto  genético  favorable  para  que  puedan  seleccionarse  otras  mutaciones  con  las  cuales 














también se evidencia en nuestro escenario,  siendo esta mutación  iniciadora de  caminos G262S. 
Cabe destacar que la mutación G262S se ubica en una región de secuencia altamente conservada 
en  las MBLs, donde prevalece el residuo de Gly. Uno de  los pocos casos en  los que se encuentra 
reemplazada por Ser es en variantes de  la enzima IMP, como se describió en  la sección 1.5.2. En 










nuevo  contexto genético que  resulta  favorable para  la acumulación de nuevas mutaciones.   De 
esta manera,  a  partir  de  la  triple mutante  GVN  se multiplican  los  caminos  alternativos  hacia 
óptimos, y dando lugar a  un pico ancho y rugoso en el paisaje de aptitud. 
Las  interacciones  epistáticas observadas  a  nivel de  la  aptitud ocurren debido  a que  las 
mutaciones implicadas afectan simultáneamente propiedades moleculares de la proteína [40]. Nos 
encontramos  entonces  en  nuestro  caso  con  el  interrogante  de  identificar  cuáles  son  dichas 
propiedades moleculares responsables de las interacciones epistáticas y, por lo tanto, de delinear 













la  rápida  evolución  de  los mecanismos  de  resistencia  de microorganismos  frente  los  agentes 
terapéuticos. A pesar de los numerosos trabajos realizados en el campo de evolución de proteínas, 
descifrar como se relacionan estos fenómenos sigue siendo una tarea compleja, dado que muchas 
veces  las  caracterizaciones  in  vitro  de  las  proteínas  no  son  representativas  de  los  fenómenos 
observados in vivo [127,128].  
El  impacto  a  nivel  fenotípico  de  las  mutaciones  puede  estar  condicionado  por  las 
interacciones  epistáticas.  Las  interacciones  epistáticas  entre  mutaciones  se  dan  cuando  éstas 
tienen efectos pleitrópicos y superpuestos sobre distintas propiedades moleculares de la proteína 
[40].  En  varios  ejemplos  relacionados  con  la  resistencia  a  agentes  antimicrobianos  se  han 
encontrado  casos  de  epistasis  donde  una mutación  da  lugar  a  una  ventaja  funcional  para  la 
proteína, ya  sea un aumento de actividad  frente a algún  sustrato o una menor afinidad por un 
inhibidor;  en  detrimento de  alguna  otra  propiedad,  como  la  estabilidad proteica  o  la  actividad 
enzimática  contra  su  sustrato  natural.  En  ese  contexto,  suele  requerirse  la  aparición  de  otra 
mutación  capaz  de  revertir  el  fenotipo  de  la  propiedad  afectada  negativamente,  que  permita 
mantener los beneficios de  la primera,  lo que redunda en un  incremento en  la aptitud. El clásico 
ejemplo es el de  la enzima TEM‐1, donde una mutación que  incrementa  la actividad  contra  las 
cefalosporinas de  tercera generación, G238S, y en  forma concomitante  la capacidad de conferir 
resistencia, produce a su vez una disminución en la estabilidad. Otra mutación, M182T, que tiene 
escaso efecto en  la aptitud en el contexto  silvestre,  restaura  la estabilidad en el contexto de  la 
mutacion G238S, dando  lugar  a un aumento en  la  resistencia  [37](ver  Figura 2). A este  tipo de 
mutaciones  se  las denomina  “compensatorias”.  La mutación M182T  se  encuentra  alejada en  la 












del  virus  de  influenza.  La  proteína  ADN  girasa  B  es  el  blanco  de  acción  de  antibióticos  como 
quinolonas  y  cumarinas.  Por  selección  de  resistencia  espontánea  a  cumarinas  se  encontró  una 
mutación que confiere resistencia pero produce un  fenotipo de termosensibilidad. Utilizando un 
procedimiento  de  selección  in  vivo  se  encontraron  dos mutaciones  supresoras  del  fenotipo  de 
termosensibilidad,  manteniendo  el  fenotipo  de  resistencia  [125].  Estos  efectos  estarían 




dan  resistencia  a  los  inhibidores  de proteasas,  los  cuales  son  componentes  clave  de  la  terapia 
antirretroviral [132] . El desarrollo de resistencia involucra múltiples mutaciones en el sitio activo 
de la enzima y la periferia. Mutaciones cercanas al sitio activo disminuyen la unión de inhibidores 





En un trabajo reciente se analizó  la evolución de  la nucleoproteína del virus de  influenza 
humano H3N2,  la  cual ha acumulado 39 mutaciones entre el año 1968 y 2007,  relacionadas en 
general con el escape del sistema inmune. Dado que se cuenta con información cronológica de la 
aparición  de  las  distintas mutaciones,  se  pudo  reconstruir  el  trayecto  evolutivo más  probable 
entre de todos  los caminos posibles. Al evaluar el efecto de  las mutaciones  individuales sobre el 
gen parental,  se encontró que varias mutaciones  son deletéreas en el gen parental, a pesar de 








un  fenotipo de  resistencia  aumentada  contra  cefalexina. Una de  las  cuatro mutaciones, G262S, 
produce un  incremento marcado en  la resistencia. Otras dos, V112A y N70S, presentan epistasis 




del  sitio activo.  Los  residuos de  la  segunda esfera  forman  redes de puentes hidrógeno entre  la 
proteína y los ligandos del metal, capaces de alterar el sitio de coordinación de diversas maneras, 
afectando en forma  indirecta  la estructura electrónica y  la geometría de  los  iones Zn(II) [133]. Es 
lógico esperar entonces que las mutaciones G262S y N70S tengan algún efecto en la catálisis o en 
la unión del Zn(II). En nuestro grupo  se demostró que  la mutación G262S produce un aumento 
marcado  en  la  eficiencia  catalítica  contra  cefalexina,  acompañado  de  una  disminución  de  la 
estabilidad termodinámica de la proteína [70,134]. Respecto a la mutación N70S, se descartó que 
cumpliese  un  rol  compensatorio  respecto  a  la  estabilidad  termodinámica  [134].  A  partir  de  la 
estructura cristalográfica de la mutante GLVN, se infirió que el efecto de la mutación N70S podría 











residuos  ligando del  sitio activo,  las esferas  grises  representan  los  iones  Zn(II)  y  se muestran en  rojo  los 
residuos mutados. 
Debido al  rol central encontrado en el Capítulo 4 para  la mutación G262S en definir  los 
caminos adaptativos (Figura 18), nos focalizamos en la caracterización funcional y biofísica in vitro 






















en  el medio  de  cultivo  (mediante  el  agregado  de  ZnSO4  500  µM).  También  fue  necesario  un 
extremo cuidado durante la manipulación de las muestras, manteniendo una temperatura de 4°C 
durante  todos  los  pasos  de  la  purificación.  La  proteína  de  fusión  se  separó  del  extracto  crudo 
utilizando la resina de afinidad GSH‐agarosa, luego se procedió al corte con trombina y la proteína 
de interés se aisló mediante una resina de intercambio iónico CM‐Sefarosa. 
El  estado  de  plegamiento  proteico  se  evaluó  mediante  espectroscopia  de  dicroísmo 
circular. Se realizaron espectros en la región UV‐lejano y UV‐cercano para evaluar el estado de la 
estructura  secundaria  y  estructura  terciaria  respectivamente.  Debido  a  que  ninguna  de  las 





Figura  21:  Evaluación  del  estado  de  plegamiento  de  las  variantes  de  BcII mediante  espectroscopia  de 
dicroísmo circular.  
Los espectros correspondientes a  la región del UV‐lejano  (izquierda) y  los correspondientes al UV‐cercano 
(derecha), demuestran que  la estructura secundaria y terciaria, respectivamente, están conservadas en  las 
variantes respecto a BcII‐wt.  
La medición  del  contenido  de  Zn(II)  de  las  preparaciones  de MBLs  purificadas  permite 
estimar  la  calidad de  las mismas.  Se ha  visto que  las preparaciones de apo‐proteínas  captan  la 
misma  cantidad de metal  con  la que  fueron aisladas, es decir que aquella  fracción que no une 







se  consideran  aceptables  valores  a partir de 1,4‐1,5 eq. de  Zn(II)/molécula de proteína,  lo  cual 
correspondería a un 70‐75% de proteína nativa. Para realizar estas medidas se utilizó el método de 















Los  parámetros  cinéticos  en  estado  estacionario  se  midieron  en  las  condiciones 
típicamente empleadas para  las enzimas MBLs  [70,78], que  incluyen el agregado de Zn(II) en el 
medio  de  reacción.  Las  medidas  se  realizaron  para  el  sustrato  empleado  en  el  proceso  de 
evolución molecular dirigida, cefalexina; y para sustratos representativos de penicilinas: penicilina 
G, carbapenemes: imipenem y cefalosporinas: cefotaxima. Estos tres sustratos son eficientemente 
hidrolizados  por  la  enzima  silvestre.  Se  estudió  además  la  eficiencia  hidrolítica  frente  a 











Cefalexina  Cefotaxima  Ceftazidima  Penicilina G  Imipenem 
wt  4,15 ± 0,2  101 ± 21  > 25  1275 ± 64  349 ± 17 
G  256 ± 10  397 ± 21  > 160  589 ± 22  56,2 ± 2,1 
GV  263 ± 11  354 ± 5,6  ND  1077 ± 20  67,7 ± 2,2 
GL  344 ± 7,6  490 ± 6,2  ND  1184 ± 32  118 ± 3,1 
GN  347 ± 10  236 ± 3,3  > 100  1303 ± 22  85,1 ± 2,3 
GLV  337 ± 6,7  404 ± 5,3  ND  1233 ± 25  143 ± 4,0 
GNL  251 ± 6,0  315 ± 17   ND  977 ± 33  86,1 ± 2,8 
GVN  297 ± 9,5  291 ± 4,1  > 200  1538 ± 62  73,2 ± 1,3 
GLVN  359 ± 5,7  300 ± 5,1  > 180  1380 ± 33  93,8  ± 4,0 
KM (µM) 
wt  125 ± 13  43,3 ± 4,0  >1000  662 ± 66  687 ± 9,0 
G  140 ± 19  53,8 ± 3,4  > 1000  194 ± 14  76,8 ± 8,5 
GV  114 ± 17  40,5 ± 2,7  ND  214 ± 20  70,1 ± 8,5 
GL  142 ± 12  56,9 ± 2,4  ND  215 ± 18  70,7 ± 5,9 
GN  139 ± 12  31,6 ± 2,4  > 300  256 ± 18  41,8 ± 5,9 
GLV  134 ± 12  65,8 ± 4,7  ND  129 ± 12  68,8 ± 8,4 
GNL  97 ± 9,0  42,7 ± 7,5  ND  234 ± 28  53,5 ± 6,5 
GVN  121 ± 14  52,1 ± 2.9  > 400  379 ± 46  44.4 ± 4.6 
GLVN  160 ± 10  42.8 ± 3.7  > 600  294 ± 29  75.9 ± 7.6 
kcat/KM (µM) 
wt  0,033 ± 0,004  2,32 ± 0,26  ~ 0,025  1,93 ± 0,21  0,51 ± 0,06 
G  1,83 ± 0,26  7,39 ± 1,17  ~ 0 ,16  3,04 ± 0,40  0,73 ± 0,09 
GV  2,30 ± 0,35  8,74 ± 0,75  ND  5,04 ± 0,34  0,97 ± 0,12 
GL  2,41 ± 0,21  8,62 ± 0,42  ND  5,49 ± 0,53  1,67 ± 0,21 
GN  2,52 ± 0,23  7,45 ± 0,58  ~ 0,30  5,08 ± 0,36  2,03 ± 0,29 
GLV  2,51 ± 0,23  6,14 ± 0,45  ND  9,56 ± 0,91  2,07 ± 0,26 
GNL  2,60 ± 0,25  7,38 ± 1,35  ND  4,17 ± 0,52  1,61 ± 0,29 
GVN  2,45 ± 0,29  5,58 ± 0,32  ~ 0,50  4,05 ± 0,52  1,65 ± 0,17 












hidrolítica  se produce a  causa de  la mutación G262S, mientras que  las demás  sustituciones, en 
presencia de G262S, no tienen efectos considerables sobre la misma.  
Para los sustratos penicilina G, imipenem y cefotaxima, se observan en general aumentos 




KM no pueden determinarse por  ser  el  valor de  KM muy  alto,  la  estimación  de  kcat/KM muestra 
aumentos en la actividad respecto a BcII‐wt de entre 6‐30 veces. 
 
Figura  22:  Parámetros  cinéticos  frente  a  distintos  antibióticos  β‐lactámicos  para  las  variantes  de  BcII 
relativos a la enzima silvestre. 
Se muestran  los  parámetros  indicados  en  la  Tabla  6  relativos  a  BcII‐wt  en  escala  logarítmica  para  cada 
sustrato. PenG: peinicilina G, IMI: imipenem, CTX: cefotaxima, CLX: cefalexina. 
Globalmente, se observa que los cambios en eficiencia hidrolítica se deben a la sustitución 









sustituciones  afectan otra  u otras  propiedades que  son  relevantes para  la  determinación de  la 
aptitud  o  que  ejercen  efectos  sutiles  en  la  eficiencia  hidrolítica  que  no  son  detectados  con  la 
metodología empleada. De hecho,  las condiciones empleadas para  las medidas podrían no estar 
representando  adecuadamente  el  estado  de  las  proteínas  en  el  periplasma  bacteriano.  Nos 
planteamos  entonces  la  necesidad  de  obtener  parámetros  de  actividad  en  extractos 
periplasmáticos. 
5.2.2 Medidas  de  actividad  en  extractos  periplasmáticos    y  correlación  con 
parámetros de resistencia. 
Con  el  propósito  de  tener  una medida  de  la  actividad  enzimática  en  condiciones más 
cercanas  a  las  de  la  proteína  durante  los  ensayos  de  resistencia,  se  obtuvieron  extractos  de 
periplasma de células de E. coli expresando las distintas variantes. Se probaron distintos métodos 
de extracción en búsqueda de reproducibilidad y de  la conservación de actividad de  las enzimas. 
Se  trabajó  con el método de  choque osmótico modificado  (evitando el uso de EDTA),  como  se 
describe  en  la  sección  2.7.  Se  realizaron  también  pruebas  confirmatorias  de  las  actividades 
medidas con otro método, el de extracción con cloroformo. 
Como  primera  aproximación,  se  realizaron medidas  de  actividad  contra  cefalexina  en 
condiciones  de  concentración  de  sustrato  saturante  (basándonos  en  los  valores  de  KM 
determinados  con  enzimas  puras).  La  cantidad  de  enzima  en  cada  extracto  se  determinó  por 
cuantificación de la banda correspondiente en geles SDS‐PAGE utilizando como calibración interna 
cantidades  conocidas  de  BcII  pura  (la  identidad  de  la  banda  se  verificó  por Western  Blot,  ver 
sección 2.8  y  Figura 26 A).  Los  valores de  velocidades  iniciales  se dividieron por  la  cantidad de 
enzima en la mezcla de reacción para estimar la actividad específica en periplasma. En la Figura 23 
se  muestran  las  actividades  específicas  para  todas  las  variantes.  En  el  caso  del  extracto 
correspondiente a la enzima BcII‐wt, la actividad fue prácticamente indetectable, al igual que para 
las  variantes  que  no  contienen  la mutación G262S: V,  L,  LV,  LN, VN  y  LVN.  Para  el  caso  de  la 










en  cada  extracto  se  determinó  mediante  la  cuantificación  por  densitometría  a  partir  de  la  banda 




Dado  que  en  general  los  valores  de  actividad  específica  determinados  en  periplasma 
presentan  una  tendencia  que  se  corresponde  con  los  valores  de  CIMs,  se  profundizó  en  la 
























BcII‐wt  ~4 ND ~ 104
G  129 ± 21 101 ± 4 1,3 ± 0,2
GV  174 ± 13 116 ± 31 1,5 ± 0,6
GL  217± 2,3 96 ± 0,5 2,3 ± 0,02
GN  224 ± 30 85 ± 0,9 2,6 ± 0,3
GLV  234 ± 42 96 ± 1,2 2,4 ± 0,4
GLN  228 ± 1,0 78 ± 1,5 2,9 ± 0,1
GVN  323 ± 37 92 ± 0,9 3,5 ± 0,4
GLVN  392 ±  31 100 ± 3,3 3,9 ± 0,4
Las reacciones se  llevaron a cabo en solución amortiguadora 10 mM Hepes; 200 mM NaCl; pH 7,5 a 30 °C. 
Los  valores  mostrados  son  el  promedio  de  al  menos  2  determinaciones  realizadas  con  extractos 
periplasmáticos independientes ± el error estándar 
En  la Figura 25  se muestran graficados  los  valores de kcat/KM aparentes en  comparación  




Figura  25:  Parámetros  cinéticos  aparentes  determinados  en  periplasma  en  comparación  con  los 
parámetros cinéticos determinados con las enzimas purificadas.  
















A)  Se  prepararon  extractos  de  células  totales  y  extractos  periplasmaticos  a  partir  de  E.coli  XL1‐Blue 
expresando  BcII‐wt  o  cada  una  de  las  variantes.  Se  sembraron  cantidades  adecuadas  de  periplasma 














Figura  27:  Niveles  de  expresión  de  BcII  y  las  variantes  en  extractos  de  células  totales  y  extractos 
periplasmáticos de células E. coli. 
Se  prepararon  extractos  de  células  totales  y  extractos  periplasmaticos  a  partir  de  E.coli  XL!‐Blue 
transformada con el plásmido: 1) pKP, 2) pKP‐wt BcII, 3) pKP‐G, 4) pKP‐GV, 5) pKP‐GL, 6) pKP‐GN, 8) pKP‐
GLV, 9) pKP‐GLN, 10) pKP‐GVN, 11) pKP‐GLVN; e indudida con IPTG 0.5 mM. Las muestras se resolvieron en 
geles  SDS‐PAGE  12%  (izquierda)  y  se  revelaron  por Western  Blot  (derecha).  En  los  extractos  totales  se 
observan  la  formas pelB‐BcII  (pétido  líder + proteína, de 27kDa) y  la  forma madura  (25 kDa). Se observan 
algunas bandas  inespecíficas, que también están presentes en el control negativo  (pKP).El revelado de  los 
ensayos de Western Blot se realizó mediante anticuerpos policlonales anti‐BcII de conejo y anticuerpos anti‐
IgG  de  conejo  de  cabra  conjugados  a  fosfatasa  alcalina  (BIO‐RAD). MPM: Marcador  de  Peso Molecular, 
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas). 
Es  posible  que  la  tendencia  observada  en  las  actividades  medidas  con  extractos 
periplasmáticos y su correlación con las CIMs se deba a que estas medidas reflejan diferencias en 







5.2.3 Medidas  de  estabilidad  en  extractos  periplasmáticos  y  con  preparaciones  de 
proteína pura. 
Como  se  explicó  en  la  sección  5.1,  se  han  descripto  varios  ejemplos  en  los  cuales  las 
interacciones  epistáticas  están  mediadas  por  la  estabilidad.  En  algunos  casos,  esto  se  ha 
demostrado mediante determinaciones de estabilidad de  las enzimas purificadas en condiciones 
que  permiten  estimar  parámetros  termodinámicos,  es  decir,  a  partir  de  curvas  de 
desnaturalización en condiciones reversibles [37,130]. Sin embargo, cuando esto no es posible, se 
compara  el  punto  medio  de  la  transición,  siendo  uno  de  los  parámetros  más  empleados  la 
temperatura media de la transición (TM)[44,120,124].  
En  otros  casos,  con  variantes  de  la  β‐lactamasa  TEM,  se  ha  visto  que  la  estabilidad 
termodinámica  no  se  correlaciona  con  la  compensación  observada  a  nivel  aptitud  de  ciertas 
mutaciones  [131]  o  que  los  valores  de  TM  por  sí  solos  no  son  suficientes  para  explicar  los 
fenómenos observados  [44]. La  introducción de otro  tipo de ensayos mostraron que  los efectos 
estabilizadores también pueden darse sobre la tendencia a formar agregados en el periplasma y/o 
a  sufrir  proteólisis  [131].  Estos  fenómenos  pueden  ser  independientes  de  la  estabilidad 
termodinámica y, en cambio, están relacionados con la estabilidad cinética de la proteína [44]. En 
nuestro  caso,  vimos  que  las  condiciones  del medio  natural  de  la  proteína  pueden  dar  lugar  a 
diferencias en las actividades que no se ven reflejadas en el estudio de actividad con las proteínas 
purificadas.  
Por  estas  razones,  decidimos  analizar  la  estabilidad  de  las  MBLs  utilizando  también 
extractos periplasmáticos, mediante evaluación de  la  actividad  remanente  ante  la perturbación 
por  temperatura.  Se  incubaron  alícuotas de  los extractos  a  temperaturas  crecientes  y  se midió 
luego la actividad a 30°C. Para las variantes se midió la actividad contra cefalexina y para la enzima 
silvestre contra cefotaxima. Algunas curvas de las variantes se repitieron también con cefotaxima, 
observándose  que  no  existen  diferencias  al  cambiar  el  sustrato  empleado.  El  proceso  de 
inactivación  por  temperatura  fue  irreversible  en  todos  los  casos.  Las  gráficas  de  actividad 







































contextos G  y GLN  la mutación  V112A  actúa  como  compensatoria  restaurando  estabilidad.  En 
paralelo, también actúa en estos contextos dando lugar a incrementos en las CIMs. 
Para comparar  los resultados obtenidos con medidas análogas en enzimas purificadas se 
realizaron los mismos ensayos, utilizando en  la  incubación una concentración equivalente a  la de 
la  enzima  en  los  extractos  periplasmáticos  (ver  sección  2.13.2.1).  Sin  embargo,  no  pudieron 
obtenerse medidas confiables dado que a partir de 30°C se producía una inactivación considerable 
de  la enzima (más del 60%). Esto nos da un  indicio de que existen diferencias entre  los procesos 
que se pueden poner de manifiesto en uno u otro medio. Luego de probar distintas condiciones, 
encontramos que  incubando  la enzima a concentraciones de 5‐10 µM y diluyendo  luego para  la 
medida,  podían  obtenerse  curvas  sigmoideas  (Figura  29).  Sin  embargo,  los  resultados  fueron 








A) Se  incubaron alícuotas de proteína a una  concentración de entre 5‐10 µM a  temperaturas  crecientes, 
luego  se  realizó una dilución a  concentración  final 0,3  μM en  solución amortiguadora a 4°C y a partir de 
dicha dilución se tomaron alícuotas para las medidas de actividad remanente a 30°C. B) Con las muestras a 
concentración 5‐10 µM se realizaron espectros de dicroísmo circular en  la región 200‐250 nm y se tomó  la 






Si  comparamos  los  valores  de  TMa  obtenidos  con  extractos  periplasmáticos  para  las 
variantes  G,  GV,  GLN  y  GLVN  con  los  obtenidos  con  enzimas  puras,  se  observa  que  el  efecto 
estabilizador de V112A sólo se pone de manifiesto claramente en los experimentos realizados con 
las preparaciones de periplasma  (Figura  30).  Sin  embargo,  si bien  con  las  enzimas puras no  se 













5.2.4 Efecto de  la disponibilidad de Zn(II) en  la capacidad de conferir resistencia de 
BcII  y  sus  variantes  optimizadas  y  su  relación  con  la  afinidad  por  Zn(II)  de 
dichas enzimas. 









que  la sobreexpresión en citoplasma de estas enzimas puede dar  lugar a  la unión artefactual de 
otros  iones metálicos  divalentes,  como  Fe(II)  o Mn(II),  en  los  sitios  de  coordinación  del  Zn(II) 
[136,137]. Esto indica que el compartimiento celular en el que se ensambla la proteína determina 
la  composición metálica. Este  fenómeno  también  se ha observado en  las metaloproteínas de  la 
familia de las cupinas, las cuales pueden unir Mn(II) o Zn(II) según se plieguen en el citoplasma o 
en el periplasma, respectivamente [138]. 
Por otro  lado, también se ha visto en  las MBL que  la composición metálica del medio de 
cultivo puede determinar  las proporciones de proteína  con distintos metales divalentes unidos 
[137].  Como  se  describió  en  el  Capítulo  3,  experimentos  realizados  en  el  laboratorio  con  la 




la mutación  G262S  y  de  L250S,  V112A  y  N70S  en  el  contexto  G262S, mediante  este  tipo  de 
ensayos. 
Se realizaron medidas de CIM para cefalexina en distintas condiciones de disponibilidad de 




Puede  observarse  que  los  valores  de  CIM  para  las  células  que  expresan  BcII‐wt  son 
sensibles a  la concentración de Zn(II) en el medio. Sin embargo, ante  la adición de G262S, dicha 
sensibilidad  se  incrementa.  La  variante G pasa de  tener una CIM de 32  μg/ml en presencia de 
EDTA, a una CIM de 128 μg/ml en medio LB no suplementado y alcanzar una CIM de 512 μg/ml en 









XL1‐Blue E. coli + pKP‐  LB + EDTA 5 μM LB LB + ZnSO4 500 μM 
‐  16 16 16 
BcII‐wt 16 32 64 
G  32 128 512 
GL  64 256 1024 
GV  256 256 1024 
GN  256 256 1024 
GLN 512 512 1024 
GLV 512 512 1024 
GVN 512 512 1024 




en este caso  la CIM sigue siendo mayor que  la de  la variante G. Las triples mutantes GLN, GLV y 
GVN  presentan  un  aumento  de  la  CIM  desde  512  a  1024  µg/ml  al  pasar  del  medio  no 
suplementado  al medio  con  exceso  de  Zn(II)  y  no  se  ven  afectadas  por  el  agregado  de  EDTA. 
Finalmente, la cuádruple mutante GLVN es la única capaz de conferir una MIC de 1024 μg/ml en el 
medio no suplementado.  
Estos  resultados  demuestran  que  la  disponibilidad  de  Zn(II)  afecta  mayormente  a  la 
variante G  y  que  la  dependencia  de  la  CIM  respecto  a  la  disponibilidad  de  Zn(II)  disminuye  al 
adicionarse  las  demás mutaciones:  L250S,  V112A  y N70S.  Como  se mencionó  previamente,  en 
base  a  los  expuesto  en  el  Capítulo  3  con  la  mutante  C221D,  los  fenotipos  de  resistencia 
dependientes de Zn(II) pueden relacionarse con cambios en la afinidad por Zn(II) de la enzima. En 
el caso de  la mutación G262S, podría  inferirse que disminuye  la afinidad por Zn(II); mientras que 
las sustituciones L250S, V112A y N70S revierten este efecto, dando lugar a una recuperación de la 






Capítulo 3. Por  simplicidad,  se optó por evaluar  las variantes de un  sólo  camino: G‐>GN‐>GVN‐
>GLVN. Se priorizó dicho camino, dado que incluye la variante GN, y por lo tanto, puede evaluarse 
la  interacción  de  epistasis  de  signo  presente  entre  las mutaciones  G262S  y  N70S  (la  epistasis 
positiva  observada  en  el  par G262S‐V112A  puede  atribuirse  a  un  impacto  sobre  la  estabilidad 
proteica, según se describió en la sección 5.2.3, mientras que no hay interacción en el par G262S‐
L250S). 




en  la mayoría de  los  casos.  La mutación G262S disminuye  la afinidad por  la unión del  segundo 
equivalente de Zn(II) dado que la Kd2 aumenta de (8,6 ± 3,9) nM a (178 ± 54) nM. La adición de la 
mutación  N70S  en  el  contexto  de  G262S  restablece  la  afinidad,  dado  que  se  produce  una 
























[PAR]=  3  μM.  El  incremento  en  absorbancia  a  414  nm  refleja  la  liberación  del  PAR  y  la  disminución  en 
absorbancia a 500 nm refleja  la desaparición del complejo (PAR)2Zn. Las medidas se realizaron en solución 
amortiguadora MOPS 40 mM; NaCl 100 mM; pH 7,3; previamente  tratada con CHELEX‐100, a 25°C. Cada 
punto  representa  el  promedio  de  3  replicas.  Los  ajustes  se  realizaron  con  el  programa Dynafit  según  el 
modelo descripto en el texto. 
Podemos concluir que G262S produce una disminución en la afinidad por Zn(II) por lo cual 
presenta  una  alta  dependencia  de  su  capacidad  de  conferir  resistencia  con  las  condiciones  de 
disponibilidad de Zn(II) en el medio. La mutación N70S actúa como compensatoria en el contexto 
de G262S restaurando  la afinidad por el Zn(II) a niveles adecuados para competir en condiciones 











están  expuestas  en  simultáneo  a  la  presión  de  selección  ejercida  por  distintos  sustratos  β‐
lactámicos. Como se describió en la sección 5.2.1, la mutación G262S no reduce la actividad de la 
enzima  frente a otros  sustratos  β‐lactámicos, por el  contrario,  la actividad  se ve aumentada en 
algunos casos y esto se mantiene con las demás sustituciones. 
Dado que  la estabilidad y  la afinidad por Zn(II) afectan en  forma global a  la  fracción de 
proteína activa en el periplasma,  se esperaría que  los efectos observados  fuesen  similares para 
distintos  sustratos. De no ser así, estaríamos ante una particularidad del  sustrato cefalexina. Se 













de  106  s‐1 M‐1,  y  su  actividad  aumenta  con  la mutación G262S  alrededor de  4  veces  (Tabla  6). 
Ceftazidima,en cambio, es un antibiótico pobremente hidrolizado por  la enzima silvestre, con un 
kcat/KM  en  el  orden  de  10








E. coli XL1‐Blue + pKP‐ LB  LB + ZnSO4 500 μM LB LB + ZnSO4 500 μM
‐  0,125  0,125 0,03 0,03 
wt BcII  16  32 16 32 
G  16  64 2 64 
GL  64  128 8 64 
GV  64  128 8 64 
GN  64  128 8 64 
GLN  128  >128 16 >64 
GLV  128  >128 16 >64 
GVN  128  >128 16 >64 
GLVN  128  >128 16 >64 
En el caso de ceftazidima, la mutación G262S no produce cambios en la CIM respecto a la 
enzima  silvestre  en  el medio  no  suplementado, mientras  que  sí  da  lugar  a  un  aumento  en  la 















En  general,  vemos  que  se  conserva  la  misma  tendencia  observada  con  cefalexina:  la 
mutante G  presenta  un  perfil  de  resistencia  altamente  dependiente  de  Zn(II); mientras  que  el 





Uno  de  los mayores  desafíos  en  el  estudio  de  evolución  de  proteínas  es  el  intento  de 
correlacionar  los aspectos moleculares afectados por  las mutaciones con  la aptitud observada a 
nivel  del  organismo  (en  nuestro  caso  la  resistencia  a  antibióticos  β‐lactámicos).  Los  aspectos 
moleculares son usualmente estudiados en las proteínas purificadas, lo cual en general es útil para 
detectar  los  efectos de  las mutaciones  cuando  estos  son muy  drásticos.  En  la  sección  5.2.1  se 
observa  claramente  cómo  las  medidas  in  vitro  pueden  dar  cuenta  del marcado  efecto  de  la 
mutación G262S en el aumento de  la eficiencia hidrolítica, pero no se evidencian efectos ante el 
agregado de las mutaciones L250S, V112A y N70S a pesar de que estas aumentan la resistencia en 
el  contexto de G262S. En  cambio, en  la  sección 5.2.2 vemos  cómo  las medidas de actividad en 
periplasma muestran una buena correlación con las medidas de CIMs para cada variante. 
Las  distintas  enzimas  recombinantes  se  obtuvieron  mediante  sobreexpresión  en  el 














en  cada  caso.  En  los  extractos periplasmáticos,  además de observarse  el  efecto beneficioso de 
G262S sobre la actividad de la enzima para cefalexina, también se evidencia el efecto de las demás 
sustituciones en producir leves aumentos en la actividad en forma concomitante con los aumentos 
en  CIMs  observados.  Por  ello,  nos  propusimos  averiguar  si  los  mismos  se  correlacionan  con 




La contribución de  la estabilidad de  las proteínas a  la aptitud se ha puesto de manifiesto 
con  distintos  ejemplos  y metodologías.  Se  ha  observado  que mutaciones  beneficiosas  para  la 













destacar  que,  dada  la  baja  homología  de  secuencia  entre  las MBLs  en  general  (las MBLs  de 
subclase  B1  comparten  alrededor  del  23%  de  identidad  de  secuencia  de  aminoácidos,  y  entre 





residuos clave para  la  funcionalidad de  la enzima. Esto sugiere que el experimento de Evolución 






en  una  escala  de  blanco  a  rojo  que  aumenta  con  la  hidrofobicidad  de  los  residuos  (escala  consenso 
normalizada de hidrofobicidad [141,142]). Los residuos implicados en el carozo hidrofóbico se muestran en 
bastones  y su superficie como malla. Los iones Zn(II) se muestran como esferas grises. En los paneles B) BcII 











Figura  34:  Residuos  conservados  en  las MBLs  de  subclase  que  participan  en  el  carozo  hidrofóbico  del 
residuo en la posición 112.  
Se muestran  las  regiones  conservadas que  incluyen  los  residuos que participan en el  carozo, en  color  se 
resaltan aquellos que orientan  sus  cadenas  laterales hacia dicho  carozo.  La  intensidad del  color  indica  la 
conservación de residuos hidrofóbicos en cada posición. 
La mayoría  de  los  estudios  realizados  con  el  fin  de  determinar  el  rol  de  la  estabilidad 
proteica en la evolución se basan en estudios de la estabilidad termodinámica de las proteínas in 
vitro.  Sin  embargo,  la  estabilidad  termodinámica  por  sí misma  no  garantiza  que  la  proteína  se 
mantenga  en  su  forma  nativa  durante  un  tiempo  relevante  in  vivo,  dado  que  las  alteraciones 
irreversibles  pueden  despoblar  el  estado  nativo  [143].  La  estabilidad  cinética,  en  cambio,  está 
relacionada  con  la  desnaturalización  irreversible  y  es  más  apropiada  para  describir  el 
comportamiento  de  las  proteínas  en  el  medio  celular,  el  cual  es  dinámico  y  presenta  altas 
concentraciones de proteínas y otros componentes [143]. Estudios recientes han demostrado que 
las  interacciones  inespecíficas  leves  en  el  citoplasma  bacteriano  pueden  tener  un  efecto 
desestabilizador; en contraste con la visión de que la alta concentración de moléculas en el medio 
celular  favorecería  los  estados  compactos  [144].  Esto  refuerza  la  necesidad  de  implementar 
metodologías que permitan monitorear  la estabilidad proteica en condiciones comparables a  las 
del ambiente celular. 




















disponibilidad  de  Zn(II).  Esta  dependencia  desaparece  a  medida  que  se  agregan  las  demás 
sustituciones. Al determinar  las  constantes de disociación para  las proteínas  involucradas en el 




















Se muestran  superpuestas  las  estructuras  de BcII‐wt  (PDB  1BC2)  y GLVN  (PDB  3FCZ),  indicando  con  una 





el  sitio  Zn2.  La  posición  del  ión  Zn(II)  del  sitio  Zn2  está  desplazada  aproximadamente  1,25  Å 
comparada  con  la enzima  silvestre. Dos de  los  residuos  ligandos en el  sitio Zn2  sufren  cambios 
importantes en la distancia metal‐ligando, como se muestra en la Tabla 12. La mutación de Gly por 
Ser en  la posición 262 da  lugar a una  interacción entre el grupo OH‐Ser262 y el  residuo Cys221 
(Figura 36). Esto podría provocar una disminución en  la densidad electrónica sobre el átomo de 
azufre del residuo Cys221, lo cual explicaría la disminución de la distancia entre dicho ligando y el 









   GLVNA  GLVNB  BcII‐wtA  BcII‐wtB 
Δ(GLVN ‐ BcII‐wt) 
Promedio 
Zn1 ‐N@His116  2,31  2,17  2,27  2,24  ‐0,015 
Zn1 ‐ N@His118  1,82  1,86  1,95  2,16  ‐0,215 
Zn1 ‐ N@His196  1,87  2,1  2  2,11  ‐0,07 
Zn2 ‐ S@Cys221  2,56  2,33  1,91  1,99  0,495 
Zn2 ‐ Oδ2@Asp120  2,74  2,29  2,75  2,91  ‐0,315 
Zn2 ‐ Nδ@His263  2,96  2,15  2,59  2,45  0,035 
Para cada proteína se indican los valores para las dos moléculas en la unidad asimétrica. La superposición de 
las estructuras cristalográficas y  la medición de  las distancias se realizaron empleando el programa PyMol 
(DeLano Scientific LLC). La última columna  indica el promedio de  las diferencias entre  las distancias de  las 
cuatro combinaciones posibles de unidades asimétricas. 
Por  otro  lado,  existen  cambios  en  la  disposición  de  enlaces  por  puente  hidrógeno  que 
conectan  los bucles que  conforman el  sitio Zn2  (denominados L3,  L7 y  L12, ver Figura 36), que 
pueden  relacionarse  principalmente  con  la  mutación  N70S.  Algunos  de  estos  cambios  están 
relacionados con el residuo Arg121. En la estructura de BcII‐wt el grupo guanidinio del residuo de 
Arg121 forma puentes hidrógeno con el grupo carboxilo del residuo ligando del sitio Zn2 Asp120, 
el  grupo  oxidrilo  del  residuo  Ser69,  el  oxígeno  carbonílico  del  esqueleto  peptídico  del  residuo 





se esperaría que haya más  carga negativa  sobre  los átomos de oxígeno del grupo carboxilo del 
ligando Asp120,  lo que explicaría el acortamiento de  la distancia metal‐ligando  (Tabla 12). Esto 
podría compensar el efecto de la mutación G262S sobre el ligando de Cys221 (Tabla 12). 
En  el  laboratorio,  durante  el  trabajo  de  Tesis  del  Lic. Mariano  González,  se  realizaron 
experimentos de RMN para explorar la dinámica molecular en la escala de μs‐ms correspondiente 
a  las  proteínas  BcII‐wt,  G,  N  y  GN.  Resultados  preliminares muestran  que  la mutación  G262S 
produce un aumento en  la movilidad de  los bucles L7 y L10 (Figura 36). La mutación N70S, en el 
contexto de G262S, mantiene  la movilidad de los bucles L7 y L10, y aumenta la movilidad  de los 







aumento  es  mucho  mayor  cuando  se  suma  la  mutación  N70S.  Puede  deducirse  que  la 






el sitio activo y L7, L9, L10 y L12 contienen  ligandos de  los  iones Zn(II). Los  iones Zn(II) se muestran como 
esferas grises, se muestran los residuos ligandos, los residuos implicados en las mutaciones G262S y N70S, y 
aquellos  implicados en enlaces por puente hidrógeno. Se muestran como  líneas aquellos  residuos que no 
presentan variaciones importantes entre BcII‐wt y GLVN y en bastones aquellos que modifican su posición o 
interacciones por puente hidrógeno. 
Cabe  destacar,  que  en  la mutante  BcII‐C221D  (Capítulo  3),  el  residuo  Arg121  también 













En  la sección 5.2.1 se evaluó cómo  la sustitución G262S afecta  la eficiencia hidrolítica de 
BcII  contra  otros  sustratos  distintos  de  cefalexina.  En  general,  vemos  que  las  actividades  se 









Al  poner  a  prueba  la  resistencia  conferida  contra  otras  dos  cefalosporinas  distintas  de 
cefalexina: cefotaxima y ceftazidima, se observó que en medio LB simple y en LB suplementado 
con Zn(II) las tendencias generales del efecto de las mutaciones se conservan. Las variaciones en la 
magnitud de dichos efectos probablemente estén  relacionadas  con otras  características propias 
del sustrato, tales como su permeabilidad o  la contribución de otros sistemas de  la bacteria a  la 
resistencia. Vemos entonces que  los efectos compensatorios en estabilidad y afinidad por Zn(II), 
ejercidos por  las mutaciones V112A y N70S, en el contexto de G262S, no son una particularidad 
del  antibiótico  cefalexina,  sino  que  contribuyen  globalmente  a mejorar  el    desempeño  de  la 
enzima in vivo contra distintos sustratos. 
En resumen, hemos demostrado que las interacciones epistáticas mediadas por los efectos 
de  las mutaciones  en  la  eficiencia  catalítica,  la  estabilidad  y  la  afinidad  por  el  cofactor  Zn(II) 
pueden  delinear  los  caminos  evolutivos  posibles  en  las  MBLs.  Estos  efectos  se  pusieron  de 
manifiesto gracias al uso en conjunto de caracterizaciones bioquímicas clásicas, experimentos en 









denominaron  “síntesis  funcional”,  que  intenta  fusionar  la  biología  evolutiva  con  la  biología 
molecular experimental, con el fin de brindar  inferencias más fuertes respecto a  los mecanismos 
de  la  evolución  [126].  En  la  síntesis  funcional  se  combinan  técnicas  de  análisis  evolutivo  y 
filogenético  con  técnicas  de  biología  molecular,  bioquímica  y  biología  estructural.  El  viejo 
paradigma de la biología evolutiva se focalizaba exclusivamente en marcadores de polimorfismos 
genéticos y divergencia,  ignorando el  fenotipo. En cambio,  la síntesis  funcional apunta a develar 
los mecanismos mediante  los  cuales  las mutaciones producen nuevos  fenotipos, de manera de 
determinar las causas y mecanismos biológicos de la adaptación [126]. 
En  el  Capítulo  4  se  explicó  la metáfora  del  paisaje  de  aptitud,  la  cual  se  ha  utilizado 
extensamente  para  explicar  los  procesos  de  adaptación. Weinreich  y  colaboradores  recrearon 
experimentalmente  el  paisaje  de  aptitud  de  la  β‐lactamasa  TEM  [40].  Este  trabajo  permitió 
responder preguntas básicas acerca de la accesibilidad de caminos evolutivos y la relevancia de la 
epistasis en  la evolución adaptativa. En el presente trabajo, se  reconstruyó el paisaje de aptitud 
para  una  MBL  evolucionada  en  el  laboratorio,  encontrando  coincidencia  en  las  conclusiones 









actividad  determinada  con  enzimas  purificadas  y  con  extractos  periplasmáticos  (Figura  37). 
Observamos que en el caso de  las actividades determinadas con enzimas purificadas existe una 
correlación muy pobre entre ambas variables  (R2=0,24)  (Figura 37 A). En  cambio,  los valores de 













Se  graficaron  los  valores  de  CIM  para  cefalexina  para  cada mutante  de  BcII  en  función  de  la  actividad 
determinada in vitro A) o la actividad determinada con extractos periplasmáticos B). Los puntos se ajustaron 
a una línea recta y se obtuvieron los valores de R2 indicados en cada gráfico. 
Nos  planteamos  entonces  cómo  evaluar  la  contribución  de  las  otras  propiedades 
analizadas. Asumiendo un modelo  simple, podemos  considerar que  la CIM es proporcional  a  la 
actividad y a la cantidad de enzima activa ([E]act) en el periplasma: 



















         
 Luego, multiplicamos  estos  factores  individualmente  y  combinados,  por  las  actividades 
determinadas in vitro, según los siguientes modelos: 
A)          
B)            
C)              
D)                 
En la Figura 38 se muestran los valores de CIMs graficados en función de las actividades 
predichas por  cada modelo. Se observa que el modelo que  sólo  considera  la contribución de  la 
estabilidad y  la actividad  in vitro explica muy poco de  la variación de  la CIMs  (Figura 38 B). En 
cambio, al multiplicar  la actividad  in vitro por el “Factor Zn” se obtiene un R2=0,98 (Figura 38 C). 
Esto  nos  indica  que  la  contribución  de  la  afinidad  por  Zn(II)  es  el  factor  de  mayor  peso  en 
diferenciar la capacidad de conferir resistencia de enzimas con eficiencias hidrolíticas similares.  
De todas maneras, el efecto de la captación del Zn(II) no es totalmente independiente de 






aptitud  menor  del  organismo  portador  expuesto  a  antibióticos  β‐lactámicos.  En  el  presente 
Capítulo el efecto de la afinidad por Zn(II) se enfatiza con un mayor número de variantes. Podemos 
concluir que  los valores de CIMs pueden ser explicados a partir de  las actividades  in vitro de  las 
enzimas y  su capacidad de captar Zn(II). Es decir, que el mapa genotipo‐aptitud en  las MBLs  se 











actividad  in vitro x   Factor estabilidad, C) Actividad predicha= actividad  in vitro x   Factor Zn, D) Actividad 
predicha= actividad in vitro x  Factor estabilidad x Factor Zn. En todos los casos se ajustaron los puntos a una 
línea recta, los valores de R2 se muestran en cada gráfico. 
Como  se  describió  en  el  Capítulo  3  (sección  3.3),  evidencias  experimentales  indirectas 
sugieren que la disponibilidad de Zn(II) en el periplasma bacteriano es limitada. Esta limitación es 
mayor  durante  la  infección  debido  a  las  condiciones  impuestas  por  el  organismo  hospedador, 
dado que existe un mecanismo de defensa en humanos, la producción de calprotectina, mediante 
el  cual  se  restringe  la  disponibilidad  de  Zn(II)  [111].  Es  decir,  que  el  mapa  genotipo‐aptitud 





Los  experimentos  realizados  en  el  presente  trabajo  de  Tesis  en  base  a  los  objetivos 
propuestos nos permitieron arribar a las siguientes conclusiones: 
1) El residuo de Asp conservado en la superfamilia de MBLs en la posición 221 se encuentra 







G262S,  siendo  sus  efectos  beneficiosos  sólo  en  el  contexto  de  esta mutación.  Así,  la 
mutación G262S define los caminos adaptativos accesibles, dado que sólo los nodos en los 
cuales se encuentra esta mutación dan lugar a aumentos de resistencia.  
3) Trabajando con  las variantes que presentan  la mutación G262S, encontramos que dicha 
mutación por sí sola produce un aumento en la eficiencia hidrolítica de la enzima, pero a 




4) Encontramos que  la mutación V112A actúa como estabilizadora en algunas variantes,  lo 
cual  sólo  se  pone  de manifiesto mediante  ensayos  de  termoestabilidad  realizados  con 
extractos  periplasmáticos; mientras  que  queda  enmascarado  en  ensayos  con  enzimas 
purificadas.   
5) Desde una perspectiva metodológica,  las  conclusiones 3) y 4)  indican  la  importancia de 
evaluar  las  propiedades  proteicas  en  condiciones  cercanas  al medio  donde  ejercen  su 
función biológica, para poder correlacionar el efecto de cambios en estas propiedades con 
cambios en la aptitud a nivel organismo. 




puede  explicarse  estructuralmente  a  través  de  cambios  en  la  segunda  esfera  de 
coordinación, que influyen en la distancia metal‐ligando en el sitio Zn2.  
7) Evaluando en forma cuantitativa la contribución de las distintas propiedades moleculares, 







Los  compuestos  β‐lactámicos  constituyen  uno  de  los  grupos  de  antibióticos  más 
empleados para el tratamiento de infecciones bacterianas. Al poco tiempo de su introducción, se 
puso de manifiesto la presencia de mecanismos de resistencia por parte de las bacterias, las cuales 
evolucionan  rápidamente  ante  la  presión  de  selección  impuesta  por  el  uso  indiscriminado  de 
dichos compuestos. Dentro de los antibióticos β‐lactámicos, las penicilinas y las cefalosporinas de 
primera  generación  son  los  más  utilizados  comúnmente,  mientras  que  las  cefalosporinas  de 
tercera y cuarta generación y los carbapenemes se reservan para infecciones graves mediadas por 
cepas multirresistentes.  Las metalo‐β‐lactamasas  (MBLs) constituyen uno de  los mecanismos de 
resistencia más alarmantes diseminado en  los últimos años, debido a su capacidad de hidrolizar 




la  capacidad  de  conferir  resistencia  de  estas  enzimas,  y  por  lo  tanto,  su  evolución.  Para  ello 





dependientes  de  la  unión  de  metales  divalentes  en  su  sitio  activo.  En  el  caso  de  las  MBLs, 
presentan el potencial de unir dos iones Zn(II) en su sitio activo. Un tema de discusión central en el 
mecanismo  de  hidrólisis  de  las MBLs  de  subclase  B1  ha  sido  la  identidad  de  la  especie  activa 
relevante, pudiendo ser alguna de la especies mono‐Zn(II) o la especie di‐Zn(II). Las enzimas de la 
superfamilia  comparten  un  plegamiento  global  similar  a  pesar  de  una  baja  homología  de 
secuencia. Los residuos que conforman el sitio activo actuando como constituyen las regiones de 
mayor conservación de secuencia. Una particularidad de  las enzimas B1 es que presentan como 
ligando de Zn(II) un  residuo de Cys en  lugar de un  residuo de Asp altamente  conservado en  la 
superfamilia  en  la  posición  221.  En  el  presente  trabajo  se  estudió  la mutante BcII‐C221D.  Esta 








Por  otro  lado,  trabajamos  con  una  variante  de  BcII  obtenida  previamente  mediante 
evolución molecular dirigida contra el antibiótico cefalexina. Esta variante, a la cual denominamos 
GLVN presenta cuatro mutaciones  (G262S,  L250S, V112A y N70S) y es capaz de  conferir niveles 
elevados  de  resistencia  para  cefalexina  a  células  de  Escherichia  coli,  en  contraste  a  la  enzima 
silvestre. Con el propósito de estudiar  los caminos evolutivos posibles desde  la enzima silvestre 




presentan  la  mutación  G262S  son  capaces  de  aumentar  los  niveles  de  resistencia  contra 
cefalexina.  Las  mutaciones  V112A  y  N70S  presentan  epistasis  positiva  con  G262S,  dado  que 
producen efectos beneficiosos para  la  resistencia en el  contexto de G262S, mientras que en el 
contexto  silvestre  son,  respectivamente,  neutral  y  deletérea.  Estas  cuestiones  condicionan  los 
caminos posibles hacia el óptimo GLVN, siendo accesibles para la evolución adaptativa aquellos en 
los cuales la mutación G262S aparece en los pasos iniciales. 
Luego, para analizar  los  factores moleculares que definen  la aptitud para  las MBLs, nos 
planteamos  caracterizar  en mayor  profundidad  aquellas  variantes  que  contienen  la  sustitución 
G262S. Observamos que esta mutación produce un incremento marcado en la eficiencia hidrolítica 
de la enzima frente a cefalexina, en forma concomitante al aumento de CIM. Sin embargo, la suma 




moleculares,  además  de  la  eficiencia  hidrolítica  in  vitro,  que  están  siendo  afectadas  por  estas 





Se  realizaron medidas de  la  estabilidad  térmica  en  extractos periplasmáticos,  y de  esta 
manera  se  encontró  que  la  mutación  G262S  produce  una  disminución  en  la  estabilidad  con 
respecto a la enzima silvestre. La mutación V112A ejerce un efecto compensatorio, aumentando la 
estabilidad en el contexto de G262S. De igual manera, se observa un efecto estabilizador sobre la 






medio.  Esta  dependencia  disminuye  al  sumarse  cualquiera  de  las  otras  tres  mutaciones.  La 
variante GLVN, en cambio, es insensible a las condiciones de Zn(II) en el medio. Mediante ensayos 
de afinidad in vitro comprobamos que la mutación G262S disminuye la afinidad por Zn(II) respecto 





donde  existe una  alta  competencia por dicho metal,  y  cuya disponibilidad depende del medio. 




que  debe  ir  acompañado  de  un  ajuste  en  la  capacidad  de  captar  Zn(II).   Dada  la  dificultad  de 
diseñar un  inhibidor de uso  clínico basado  en  el mecanismo de  las MBLs,  cabe  resaltar que  la 
contribución de  la capacidad de unir Zn(II) a  la aptitud  invita a pensar en nuevas estrategias de 
inhibición. 
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